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RESUME
L’élaboration de nouveaux médicaments repose sur les études pharmacologiques, dont le rôle 
est d’identifier de nouveaux composés actifs ou de nouvelles cibles pharmacologiques agissant 
entre autres au niveau cellulaire. Récemment, la détection basée sur la résonance des plasmons 
de surface (SPR) a été appliquée à l’étude de réponses cellulaires. Cette méthode de détection, 
permettant d’observer des variations d’indice de réfraction associés à de faibles changements 
de masse à la surface d’un métal, a l’avantage de permettre l’étude d’une population de 
cellules vivantes en temps réel, sans nécessiter l’introduction d’agents de marquage. Pour 
effectuer la détection au niveau de cellules individuelles, on peut employer la microscopie 
SPR, qui consiste à localiser spatialement la détection par un système d’imagerie.
Cependant, la détection basée sur la SPR est une mesure sans marquage et les signaux mesurés 
sont attribués à une réponse moyennée des différentes sources cellulaires. Afin de mieux 
comprendre et identifier les composantes cellulaires générant le signal mesuré en SPR, il est 
pertinent de combiner la microscopie SPR avec une modalité complémentaire, soit l’imagerie 
de fluorescence. C’est dans cette problématique que s’insère ce projet de thèse, consistant à 
concevoir deux plates-formes distinctes de microscopie SPR et de fluorescence optimisées 
pour l’étude cellulaire, de sorte à évaluer les possibilités d’intégration de ces deux modalités 
en un seul système.
Des substrats adaptés pour chaque plate-forme ont été conçus et réalisés. Ces substrats 
employaient une couche d’argent passivée par l’ajout d’une mince couche d’or. La stabilité et 
la biocompatibilité des substrats ont été validées pour l’étude cellulaire. Deux configurations 
permettant d’améliorer la sensibilité en sondant les cellules plus profondément ont été 
évaluées, soit l’emploi de plasmons de surface à longue portée et de guides d’onde à gaine 
métallique. La sensibilité accrue de ces configurations a aussi été démontrée pour un usage en 
biodétection cellulaire. Une plate-forme permettant de mesurer la spectroscopie SPR 
simultanément avec l’acquisition d’images de fluorescence a été réalisée. Cette plate-forme a 
ensuite été validée par l’étude de réponses cellulaires suite à une stimulation pharmacologique. 
Puis, un système basé sur la microscopie SPR a été conçu et caractérisé. Son emploi pour 
l’étude de réponses au niveau de cellules individuelles a été démontré.
Finalement, les forces et faiblesses des substrats et des plates-formes réalisées au cours de la 
thèse ont été évaluées. Des possibilités d’amélioration sont mises de l’avant et l’intégration 
des modaütés de microscopie SPR et de fluorescence suite aux travaux de la thèse est discutée. 
Les réalisations au cours de cette étude ont donc permis d ’identifier les composantes 
cellulaires impliquées dans la génération du signal mesuré en biodétection SPR.
Mots-clés : Résonance des plasmons de surface, microscopie SPR, plasmons de surface à 
longue portée LRSPR, guide d’onde à gaine métallique MCWG, fluorescence exaltée par 
plasmons de surface SPEF, biodétection cellulaire, imagerie SPR.
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION
1.1 Mise en contexte et problématique
L’élaboration de nouveaux médicaments repose sur les études pharmacologiques, dont le rôle 
est d’identifier de nouveaux composés actifs ou de nouvelles cibles pharmacologiques, une 
tâche critique en développement pharmaceutique [Overington et a i, 2006]. Pour accélérer le 
développement in vitro dans ce domaine, de nouveaux outils de recherche sont nécessaires 
pour permettre d’étudier des comportements cellulaires fondamentaux, comme les 
changements de morphologie ou la motilité de cellules vivantes [Myers et Baker, 2001]. 
Plusieurs méthodes de biodétection permettent l’étude de réponses cellulaires associées à des 
processus cellulaires normaux ou pathologiques et l’impact d’interventions pharmacologiques 
sur ces réponses. Les caractéristiques que doit démontrer un bon biocapteur sont la sensibilité, 
la spécificité et une résolution suffisante pour l’étude au niveau de cellules individuelles. Les 
méthodes de biodétection sans marquage présentent à ce titre un intérêt considérable, 
puisqu’elles permettent l’étude de cellules vivantes sans nécessiter l’introduction d’agents 
externes. Parmi les méthodes de biodétection sans marquage disponibles, on retrouve les 
méthodes de détection mécanique, comme la microbalance à quartz, mesurant la masse et la 
viscosité du matériel cellulaire à l’aide d’un cristal résonant [Zhou et al., 2000]. On y trouve 
également les méthodes électriques, comme les biocapteurs d ’impédance électrique cellule- 
substrat, où les variations de morphologie cellulaire modifient la conduction et peuvent donc 
être mesurées en temps réel [Amdt et al., 2004]. Les méthodes optiques de détection, comme 
par exemple les guides d’onde optiques résonants et la résonance des plasmons de surface, 
provoquent aussi un fort intérêt en raison de leur grande sensibilité [Yotter et al., 2004].
Récemment, la détection optique basée sur la spectroscopie de résonance des plasmons de 
surface (SPR) a été appliquée à l’étude de processus cellulaires [Hide et a i,  2002; Yanase et 
al., 2007; Chabot et al., 2009]. Cette méthode de détection permet d’observer des variations 
d’indice de réfraction associées par exemple à de faibles changements de masse à la surface 
d’un métal. Cependant, la spectroscopie SPR ne permet d’obtenir que la réponse moyenne 
d’une large population cellulaire. Telle quelle, cette technique n’est donc pas adaptée à l’étude 
de phénomènes au niveau de cellules individuelles, nécessaire pour évaluer notamment 
l’hétérogénéité d’une population. Pour réussir une telle détection, on doit plutôt employer la
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microscopie par résonance des plasmons de surface. Cette technique de biodétection est une 
amélioration de la spectroscopie SPR et consiste à localiser spatialement la détection SPR par 
un système d’imagerie.
Cependant, tant en spectroscopie qu’en microscopie SPR, il est difficile d’identifier l’origine 
biologique du signal cellulaire mesuré. En effet, comme ces méthodes réalisent la détection 
sans marquage, elles ne mesurent qu’un changement effectif d’indice de réfraction. Or, les 
processus cellulaires suite à une intervention pharmacologique sont une cascade d’événements 
souvent complexes. Ainsi, les signaux mesurés sont attribués à une réponse moyennant la 
contribution des processus cellulaires associés à la réponse. Il peut être possible d’isoler les 
sources de signal en utilisant des outils pharmacologiques comme des inhibiteurs ou des 
activateurs spécifiques, mais il est aussi nécessaire de corréler les résultats obtenus avec 
d’autres modalités connues, comme la microscopie de fluorescence. Ces validations sont 
normalement réalisées sur une plate-forme différente, nécessitant davantage de temps, 
d’argent et pouvant mener à des artéfacts reliés à des différences dans les paramètres 
d’expérimentation, par exemple un changement dans le volume cellulaire sondé ou des 
variations de température.
Un système de microscopie à fluorescence intégré à même une plate-forme de microscopie 
SPR haute résolution devrait permettre de mesurer des réponses cellulaires individuelles et 
d’identifier les contributions moléculaires spécifiques de la signature cellulaire observée.
1.2 Définition du projet de recherche
La thématique de recherche consiste donc à développer un nouvel outil pour réaliser des 
études pharmacologiques in vitro basées sur l’intégration de deux modalités d’imagerie, soit la 
microscopie SPR et la microscopie de fluorescence. Grâce à l’information provenant de 
l’imagerie de fluorescence, cette plate-forme combinée devrait permettre à un biologiste 
cellulaire d’identifier les changements moléculaires survenant dans la cellule, causant des 
variations du signal SPR. La microscopie SPR fournira donc l’information sur l’ensemble de 
la réponse cellulaire, alors que la fluorescence permettra d’identifier les structures cellulaires 
et leur contribution au signal SPR mesuré. De plus, en employant la résonance des plasmons 
de surface pour l’excitation de la fluorescence, la zone de détection des deux modalités
3d’imagerie sera sensiblement identique et limitée à quelques centaines de nanomètres au- 
dessus de la surface. Cette détection de surface est donc optimisée pour l’étude de 
phénomènes cellulaires liés à l’adhésion et la motilité.
Les travaux réalisés au cours de cette thèse constituent les premières étapes de validation de 
cette thématique de recherche. Cette thèse décrit donc la réalisation de plates-formes séparées 
de microscopie SPR et de microscopie de fluorescence excitée par plasmons de surface. Ces 
plates-formes distinctes permettront d’optimiser individuellement chacune de ces deux 
modalités d’imagerie pour l’étude de réponses cellulaires et d’évaluer leur possibilité 
d’intégration. De même, le projet permettra de valider que l’emploi simultané de la 
fluorescence permet d’identifier les composantes moléculaires des cellules responsables de la 
réponse SPR mesurée sur cellules vivantes. Puisque les cellules sont des objets de grande 
taille, le projet évaluera aussi les possibilités d’employer des substrats alternatifs augmentant 
la profondeur de la zone sondée, de sorte à maximiser la sensibilité à des réponses cellulaires 
tant en microscopie SPR qu’en fluorescence.
1.3 Objectifs du projet de recherche
(1) Développer des substrats biocompatibles et adaptés pour les deux techniques de 
microscopie combinées, permettant de maximiser la sensibilité volumique pour optimiser la 
mesure de réponses de cellules vivantes
(2) Assembler une plate-forme combinant la spectroscopie SPR et la microscopie de 
fluorescence excitée par plasmons de surface optimisée pour l’étude de réponses de cellules 
vivantes après une stimulation pharmacologique.
(3) Assembler une plate-forme de microscopie SPR permettant l’obtention d’images à haute 
résolution latérale pour permettre de mesurer des réponses au niveau de cellules individuelles.
(4) Déterminer les avantages et limites des deux plates-formes et discuter des possibilités 
d’intégration des deux modalités d’imagerie.
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1.4 Plan du document
La thèse est divisée en dix chapitres au total, incluant ce chapitre d’introduction. Le chapitre 2 
présente la théorie pertinente et dresse l’état de l’art de la résonance des plasmons de surface, 
principalement au niveau des développements pour l’étude cellulaire.
Au chapitre 3, je détaille le développement des substrats employés tout au long de l’étude et 
permettant la combinaison des modalités d’imagerie. On y retrouve notamment la fabrication 
de substrats à base d’argent et de substrats à longue profondeur de pénétration, comme les 
plasmons de surface à longue portée de même que les guides d’onde à gaine métalüque. Une 
application cellulaire des substrats est présentée au chapitre 4 sous la forme d’un article 
scientifique publié dans la revue Sensors and Actuators B : Chemical. Cet article intitulé 
« Long range surface plasmon resonance for increased sensitivity in living cell biosensing 
through greater probing depth » présente l’analyse de réponses cellulaires et l’impact des 
cellules sur substrats SPR à longue profondeur de pénétration.
Le chapitre 5 décrit la conception et la réalisation du système d’imagerie de fluorescence 
excitée par plasmons de surface, de même que les résultats de caractérisation. Au chapitre 6, 
l’application sur cellules vivantes du système combinant SPR et fluorescence est présentée 
sous la forme d’un article. Ces travaux intitulés « Identification o f the molecular mechanisms 
in cellular processes that elicit a surface plasmon resonance (SPR) response using 
simultaneous surface plasmon-enhanced fluorescence (SPEF) microscopy » sont soumis dans 
la revue Biosensors and Bioelectronics.
Au chapitre 7, je présente la conception et la réalisation de la plate-forme de microscopie SPR. 
Une caractérisation du système au niveau de sa résolution latérale est présentée, de même 
qu’une validation de la plate-forme pour des mesures sur cellules vivantes.
Le chapitre 8 discute des forces et faiblesses des substrats et plates-formes réalisées au cours 
de la thèse et discute de l’intégration des deux modalités d’imagerie. La thèse se termine au 
chapitre 9 avec un bilan de l’atteinte des objectifs, les conclusions de l’étude de même que les 
perspectives pour l’avenir du projet.
CHAPITRE 2 THÉORIE ET ÉTAT DE L’ART
Dans ce chapitre, je discute les concepts nécessaires à la réalisation d’un système de 
microscopie combinant la résonance des plasmons de surface et la fluorescence appliqué à 
l’imagerie cellulaire. Nous verrons dans un premier temps les concepts optiques de 
propagation, de mode guidé et du champ évanescent qui lui est associé. Nous verrons ensuite 
la technique de résonance de plasmons de surface et des applications biologiques de cette 
technique de mesure. Deux autres configurations permettant l’étude des phénomènes de 
surface sont ensuite présentées, soit les plasmons à longue portée et les guides d’ondes à gaine 
métallique. Un portrait de la microscopie à base de résonance des plasmons de surface est 
dressé, en discutant des limites de résolution. La fluorescence excitée via un champ 
évanescent est décrite en y rapportant l’effet d’exaltation des plasmons de surface.
2.1 Définition des concepts d’optique
Afin de bien comprendre la résonance des plasmons de surface, plusieurs concepts d’optique 
doivent d’abord être définis, notamment les modes de propagation et les champs évanescents 
qui y sont associés. Nous débuterons avec la propagation d’une onde plane.
2.1.1 Onde plane et indice de réfraction
Une onde plane est une forme simplifiée représentant bien la propagation des rayons 
lumineux. On peut décrire une onde plane comme une série de fronts d’onde d’amplitude 
constante reliés par la phase, comme illustré à la figure 2.1
Amplitude constante
Figure 2.1 : Propagation d’une onde plane d’amplitude Eq et longueur d’onde X.
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L’amplitude du champ électrique de cette onde plane se propageant dans le vide dans la 
direction x est donnée par :
E(x, t) =  E oe0x- ^  (21)
Où P représente la constante de propagation décrivant la vitesse moyenne de la phase et co 
représente la fréquence de l’onde donnée en radians par secondes. On voit que cette relation 
décrit la variation du champ électrique de l’onde plane dans le temps t et l’espace jc. Lorsque 
l’onde se propage dans un matériau, sa vitesse moyenne sera différente de celle du vide. On 
définit le ratio de sa vitesse de phase dans le vide sur sa vitesse dans le matériau comme étant 
l’indice de réfraction :
n =  c/v  (2 2)
Où n représente l’indice de réfaction, c la vitesse de la lumière dans le vide et v la vitesse de 
propagation dans le matériau. Cette relation 2.2 décrit le cas d’un indice de réfraction réel. Or, 
l’indice de réfraction peut être une valeur complexe, où la partie réelle représente sa vitesse de 
propagation et la partie imaginaire représente l’atténuation de l’onde dans le matériau. La 
constante de propagation p dans un matériau d’indice de réfraction n est donc :
et ^P =  ~ r n
A (2.3)
La figure 2.2 illustre le passage d ’une onde plane dans un matériau d’indice complexe.
n1 complexe 
n1>n0
A < A,
Figure 2.2 : Passage d’une onde plane du vide (no=l) à un matériau d’indice ni complexe
7Dans un matériau non magnétique (où la perméabilité relative jir ~ 1), l’indice de réfraction 
complexe peut être relié à la permittivité relative (sr) par l’approximation suivante [Hecht,
2002]:
n  =  y / U r t r  ~  \f^ r (2.4)
2.1.2 Réfraction, indice effectif et constante de propagation
Un rayon lumineux peut être approximé par une onde plane. À l’interface entre 2 milieux 
d’indices de réfraction différents, un rayon sera partiellement réfléchi et réfracté en fonction 
de son angle d’incidence selon la relation de Snell-Descartes :
nisinQi = ri2sin02 (2 .5 )
Où ru et ri2 sont les indices de réfraction complexes des 2 matériaux et 0i et 02 les angles des 
faisceaux entrant et sortant dans chacun des matériaux. Si l’angle d ’incidence dans le matériau 
de fort indice est supérieur à une valeur appelée l’angle critique, l’angle 02 ne peut exister. 
L’onde sera alors totalement réfléchie à l’interface. La figure 2.3 illustre ces deux cas pour une 
polarisation transverse électrique (TE).
(a)
*2 y
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(b) (c)
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Figure 2.3 : (a) Réfraction et (b) réflexion totale interne à l’interface entre 2 milieux d’indice 
de réfraction différents, (c) Réflectance et transmittance de la polarisation TE en fonction de 
l’angle d’incidence pour une interface verre-air (nl=1.515, n2=l) à une longueur d’onde de 
635nm.
On voit sur la figure 2.3c que pour un angle d’incidence inférieur à l’angle critique (<41.3°), le 
faisceau est réfléchi et réfracté, comparativement à une réflexion totale au-dessus de l’angle 
critique. Cette capacité de réflexion totale interne permet de confiner et diriger la lumière à
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l’aide d ’une structure appelée guide d’onde. Un guide d’onde peut être créé en plaçant un 
matériau de fort indice de réfraction, le cœur, entre 2 matériaux d’indice de réfraction plus 
faible, les gaines. Lorsque l’angle d’incidence est supérieur à l’angle critique, on peut voir que 
la lumière sera confinée dans le cœur du guide, comme illustré à la figure 2.4.
■Lx
& yà t
Gaine
Coeur
Gaine
Figure 2.4 : Exemple de guide d’onde. Les faisceaux rouge et vert sont guidés, alors que le 
faisceau bleu n’atteint pas l’angle critique et n’est pas guidé. Les constantes de propagation 
Pxi, (3x2 et (3x3 représentent les projections du vecteur de propagation le long de l’axe X alors 
que les projections dans l’axe Z s’annulent aux multiples réflexions.
Dans le cas d’un mode guidé, on peut définir sa constante de propagation, |3gUide, décrivant la 
vitesse moyenne de la phase dans le guide, par :
Pguide
2n
N,e f f
 ^ (2.6) 
où X représente la longueur d’onde de l’oscillation et Neff représente l’indice de réfraction
effectif du mode guidé, [Yeh, 2005]. Cet indice effectif sera toujours situé entre les valeurs des
indices de réfraction des matériaux composant le guide. Un guide d’onde peut donc contenir
de un à plusieurs modes, caractérisés par leur indice effectif et constante de propagation.
2.1.3 Champ électrique évanescent
Dû à la continuité des équations de Maxwell aux interfaces [Yeh, 2005], une partie du champ 
électrique se retrouve à décroître de façon exponentielle avec la distance lorsqu’il y a réflexion 
totale interne à l’interface entre 2 matériaux, que l’on appelle champ évanescent. On peut 
définir le confinement de ce champ selon [Steyer et Aimers, 2001] :
9Où d représente la profondeur de pénétration du champ évanescent, distance après laquelle 
l’intensité normalisée du champ a atteint une valeur de l/e. La figure 2.5 illustre le champ 
évanescent de la polarisation transverse électrique (TE) dans le cas d’une réflexion totale 
interne et montre la profondeur de pénétration en fonction de l’indice effectif.
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Figure 2.5 : (a) Champ électrique du faisceau réfléchi de polarisation TE pour un champ 
électrique d’entrée unitaire calculé pour une interface verre-air (n=1.515 et 1, respectivement) 
à un angle d’incidence de 50° et une longueur d’onde de 635nm. Le cercle indique la 
profondeur de pénétration, où le champ électrique a atteint l/e de sa valeur initiale, (b) 
Profondeur de pénétration en fonction de l’indice effectif de l’excitation.
On voit à la figure 2.5a que le champ électrique décroit de façon exponentielle dans le second 
milieu (l’air), indiquant bien une onde de surface non propagatrice. La figure 2.5b montre que 
le confinement d’une onde évanescente diminue en même temps que le contraste entre l’indice 
effectif du mode et l’indice du second milieu, comme présenté au dénominateur de 
l’équation 2.7.
2.1.4 Modélisation d’un système multicouche
La réflectance en fonction de l’angle d’incidence d’une interface et l’intensité du champ 
électrique peuvent être modélisés à l’aide de la méthode des matrices de transfert d’Abelès 
[Abelès, 1950]. Tous les résultats de modélisation présentés au cours de cette thèse sont 
réalisés à partir d’un programme Matlab développé conjointement avec le Dr. Pierre-Jean 
Zermatten du groupe de biophotonique de l’Université de Sherbrooke et basé sur le 
formalisme de [Yeh, 2005].
Le système multicouche est décrit selon l’épaisseur et l’indice de chaque matériau. Une 
matrice de coefficients déterminant la réflexion et transmission pour chacune des couches
verre
n=1.515
(b) 600
E 500
|  400 
35
HL 30005■D
8 200
100CL
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permet de rapporter le système en une seule couche modélisant l’ensemble, comme illustré à 
la figure 2.6.
Figure 2.6 : Le programme de modélisation réduit une structure multicouche (a) en une 
structure à interface unique (b).
Le paramètre a  représente les faisceaux traversant le système multicouche de bas en haut, et le 
paramètre b  de haut en bas. Les signes négatifs indiquent le paramètre avant de traverser 
l’interface entre deux couches, le signe positif, tout juste après l’interface. Le système est donc 
résumé à une seule couche, définie par :
'  a l  " C n C12 X '  a k  '
.  b l C21 C22 . b k .
De façon itérative, le programme solutionne les coefficients (en à C22) pour chaque angle 
d’incidence. Une hypothèse du système est que les couches dans le plan de l’interface ont une 
taille infinie. Pour simuler un système de couplage par prisme, il suffit de poser une entrée par 
le bas a{  unitaire et de supposer une entrée par le haut nulle (bk+=0). On obtient ainsi deux 
équations à deux inconnues, nous permettant de solutionner pour les faisceaux réfléchi b f  et 
transmis ak+. Finalement, le profil d ’intensité du champ électrique peut être calculé en tout 
point dans la structure à partir de ces mêmes coefficients.
2.2 Résonance des plasmons de surface
Cette section décrit en détail les plasmons de surface et le couplage nécessaire à l’excitation de 
leur résonance. La sensibilité et l’effet d’exaltation du champ évanescent sont ensuite abordés. 
Je discute en détail de l’optimisation de la résonance et de l’épaisseur métallique, pour 
terminer avec les applications biologiques de la résonance des plasmons de surface.
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2.2.1 Définition d’un plasmon de surface
Un plasmon de surface est une oscillation de la densité des charges à l’interface entre un métal 
et un diélectrique [Bames et al., 2003]. Puisque cette oscillation se propage le long de 
l’interface, elle peut être définie par sa constante de propagation, (3, soit :
$  plasm on
2n €m €D
(2.9)A Y eM  + €d
Où 8m et 8d sont les permittivités du métal et du diélectrique, respectivement. Pour décrire un 
plasmon de surface, la constante de propagation doit être imaginaire. Cette condition est 
obtenue si la partie réelle de 8m est négative et sa valeur absolue inférieure à 8d, donnant une 
racine d ’un nombre négatif. Même si cette condition est remplie aux longueurs d’ondes 
optiques pour plusieurs métaux (or, argent, aluminium, cuivre, etc.), c’est l’or qui est 
généralement employé en détection SPR en raison de sa bonne sensibilité et stabilité [Homola,
2003]. Dans le cas du plasmon, un mode de surface n’est possible que pour la polarisation 
transverse magnétique (TM).
Le champ évanescent du plasmon de surface présente un confinement supérieur dans le métal 
comparé au diélectrique, comme illustré à la figure 2.7.
Transverse
magnétique
<8>HV
Diélectrique
r v ~ v ~ v ~ v ~ \
Métal
Figure 2.7 : Atténuation spatiale du champ électrique évanescent des plasmons de surface dans 
le métal et le diélectrique. Le champ magnétique est transverse au plan de l’interface.
On peut donc voir le plasmon de surface comme un mode guidé entre le métal et le 
diélectrique, avec une épaisseur de cœur nulle [Yeh, 2005]. Le plasmon confine donc la 
lumière à des dimensions inférieures à la longueur d’onde, ce qui est impossible avec des 
guides d’onde diélectriques. Cette propriété est employée dans de nombreuses applications 
comme par exemple la microscopie à haute résolution, les cellules photovoltaïques et les
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télécommunications [Hayashi et Okamoto, 2012], Les plasmons de surface sont aussi étudiés 
comme alternative à l’électronique pour améliorer la puissance de calcul des ordinateurs, 
puisqu’ils combinent les fortes possibilités d’intégration de l’électronique et la grande vitesse 
des composantes photoniques [Ozbay, 2006; Zia et al., 2006].
La figure 2.8 présente la relation de dispersion d’un plasmon de surface. On y voit aussi la 
relation de dispersion d’un photon directement incident sur la surface métallique.
f i  photon
EX
Pplasm on  —
Figure 2.8 : Relation de dispersion et d’un plasmon de surface et d’un photon incident sur la 
surface métallique.
On remarque que pour une excitation déterminée ©ex, il n’y a aucune intersection entre les 
deux relations et donc aucun transfert d’énergie n’est possible. Une méthode de couplage doit 
être employée pour modifier la constante de propagation des photons incidents et ainsi exciter 
la résonance des plasmons de surface.
2.2.2 Couplage à la résonance des plasmons de surface
Il est possible d ’exciter la résonance des plasmons de surface (SPR) avec une source 
d’excitation polarisée TM lorsque les constantes de propagation P des photons incidents et du 
plasmon de surface sont similaires [Homola, 2006]. Il est à noter que la fréquence de 
résonance des plasmons correspond à la fréquence de l’excitation lumineuse. La méthode de 
couplage la plus communément employée est celle de Kretschmann, qui consiste à employer
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la réflexion totale dans un prisme de fort indice de réfraction placé sous une mince couche 
métallique1 [Green et a i, 2000]. La figure 2.9 illustre donc le couplage par prisme.
Diélectrique Film
métallique
Verre
Laser polarisé 
TM
Photodétecteur
Figure 2.9 : Couplage à la résonance des plasmons de surface par la réflexion totale atténuée 
dans un prisme
On voit que la projection de la constante de propagation (3ev dans la direction X à l’intérieur du 
prisme est:
P evx U p S in O
A (2.10)
Où tip est l’indice de réfraction du prisme et 0 l’angle d ’incidence, mesuré à partir de la 
normale de la surface. Le couplage maximal de la source d’excitation aux plasmons de surface 
survient lorsque les constantes de propagation p sont équivalentes. Si l’on trace la relation de 
dispersion des plasmons de surface, de même que celle du système de couplage à prisme, on 
observe maintenant un point d’intersection, permettant ainsi le transfert d ’énergie, comme 
illustré à la figure 2.10.
1 Puisque le plasmon n’est plus situé à l’interface d’une couche métallique infinie, le prisme provoque une légère 
perturbation de la propagation de l’onde de surface, détaillée à l’annexe B.
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Figure 2.10 : La relation d ’un photon incident à travers un prisme d ’indice de réfraction np à 
un angle d’incidence 0 est augmentée, ce qui permet le couplage au plasmon de surface.
Si on isole l’angle d’incidence, on obtient la relation suivante, indiquant l’angle de couplage 
maximal à la résonance des plasmons de surface:
Ô s p r  =  siri -1
CM +  €£>v p  y w w  i ^ u /
En mesurant l’atténuation du faisceau réfléchi pour différents angles d’incidence, il est 
possible de visualiser les conditions optimales de couplage à la SPR par une chute dramatique 
de l’intensité réfléchie, comme le montre la figure 2.11. On voit aussi qu’une variation de 
l’indice de réfraction du diélectrique (ni) se traduit par une variation de l’angle de couplage 
SPR, comme présenté à la figure 2.1 la.
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Figure 2.11 : (a) Modélisation de scans angulaires à une longueur d’onde d’excitation de 
635nm pour 2 diélectriques d’indice de réfraction différents (n2 > ni), (b) Modélisation de 
scans en longueur d’onde à un angle d ’incidence de 70° pour les mêmes diélectriques d’indice 
de réfraction différents.
Puisque la permittivité du métal et du diélectrique sont dépendantes de la longueur d ’onde 
d’excitation, il est aussi possible de visualiser le couplage SPR en interrogation spectrale 
[Homola, 1997]. L’angle d’incidence est fixé et une source d’excitation blanche est incidente 
sur le métal selon la même configuration Kretschmann. Une mesure spectroscopique permet 
de localiser la longueur d’onde de résonance pour laquelle on observe une chute de réflectance 
(Fig.2.11b). Le balayage spectral n’est présenté qu’à titre d’exemple et seul le couplage par 
balayage angulaire sera discuté dans la suite de cette thèse.
Puisque la résonance des plasmons de surface ne peut être excitée que par une source de 
polarisation TM, la polarisation TE est souvent employée à titre de référence pour éliminer des 
sources de bruit et autres fluctuations d’intensité. On affiche donc la réflectance comme le 
ratio des polarisations (TM/TE). Les figures de réflectance présentées au cours de cette thèse 
emploient cette normalisation.
2.2.3 Anatomie d’un scan angulaire
Dans la littérature, on trouve habituellement les scans angulaires présentés en fonction de 
l’angle d’incidence 0. On a vu à l’équation 2.11 que cet angle d’incidence varie notamment à 
cause de l’indice de réfraction du prisme et est donc dépendant du système expérimental 
étudié. De façon à pouvoir comparer efficacement les systèmes, les scans angulaires doivent
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être présentés en tant que scans de réflectance en fonction de l’indice effectif. Donc, si on 
regroupe les équations 2.6 et 2.10, on obtient la relation:
Nef f  —  npsin9  ^2 12)
Ceci indique que lors d’un balayage angulaire, on sonde chaque possibilité d’indice effectif 
Nejf et on détermine l’efficacité du couplage au mode du plasmon de surface. Si on affiche les 
résultats de scan angulaire selon l’indice effectif sondé (npsin0 plutôt que 0), on obtient la 
figure 2.12.
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Figure 2.12 : Modélisation d’un scan en indice effectif pour un substrat de 48nm d’or sur 
prisme BK7 (np=1.515) à une longueur d’onde d’excitation de 635nm pour deux diélectriques 
d’indice de réfraction 1.33 et 1.35.
On remarque d’abord le point d’inflexion correspondant à la réflexion totale interne, 
exactement localisé à l’indice du diélectrique sondé, soit 1.33 et 1.35. Le minimum d’intensité 
dû au couplage SPR donne l’indice effectif de la résonance des plasmons dans les deux cas. 
Finalement, les scans ne peuvent dépasser l’indice de réfraction du prisme (wp=1.515), limite 
supérieure du couplage où l’angle d’incidence atteint 90°.
On peut réaliser une analyse des conditions de couplage SPR en balayant l’ensemble des 
indices effectifs. En se positionnant à angle fixé (donc un seul Nejf) et en mesurant les 
variations de réflectance, on peut suivre en temps réel ces variations et en mesurer la 
cinétique, comme illustré à la figure 2.13.
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Figure 2.13 : Une variation d’indice de réfraction du diélectrique peut être mesurée par une 
variation de réflectance à un indice effectif (ou angle d’incidence) fixé.
2.2.4 Analyse surfacique et volumique
Pour chaque valeur d ’indice effectif lors d’un balayage, on peut calculer la profondeur de 
pénétration du champ évanescent en fonction du contraste entre l’indice effectif sondé et le 
diélectrique mesuré, appelé analyte. Par conséquent, l’épaisseur d’une perturbation du 
diélectrique joue aussi un rôle lors du couplage SPR. La figure 2.14 compare l’effet d’une 
modification volumique et d’une variation surfacique d’indice de réfraction de l’analyte.
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Figure 2.14 : (a) L’analyte volumique est une variation d’intensité sur tout le volume du 
champ évanescent. (b) L’analyte surfacique est une couche mince d’indice de réfraction fixé et 
d’épaisseur a dans un milieu d’indice donné, (c) Scans d ’indice effectif pour des analytes 
volumiques d’indice de réfraction 1.33 et 1.35, respectivement, (d) Scans d’indice effectif 
pour un milieu d’indice 1.33 et pour un analyte surfacique de 10.5nm d’indice de réfraction 
na=1.5.
On voit sur la figure 2.14c-d que les modes des plasmons de surface après perturbations sont 
localisés aux mêmes valeurs d ’indice effectif. Cependant, la réflectance aux indices effectifs 
plus faibles est affectée différemment par 1’analyte, comme le montre la superposition des 
courbes de réflectance à la réflexion totale interne en 2.14d comparativement à 2.14c.
La sensibilité d’un biocapteur SPR peut donc être évaluée à 2 niveaux, soit la sensibilité 
volumique ou surfacique. La sensibilité volumique est définie comme la variation du 
paramètre mesuré, dans notre cas la réflectance à valeur d’indice effectif fixée, pour une 
variation d’indice de réfraction unitaire dans tout le volume de 1’analyte :
$  volumique [ N e f  f  )
ÔR
ôn N e f f (2.13)
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On définit donc un biocapteur SPR pour fin de comparaison par sa sensibilité volumique 
maximale, qui est la valeur maximale de sensibilité volumique pour toute valeur d’indice 
effectif.
La sensibilité surfacique est définie comme la variation maximale de la réflectance R à valeur 
d’indice effectif fixée, pour l’ajout en surface du métal d’une couche d’épaisseur a d’indice de 
réfraction fixé n :
5 R
Ssurfacique(Neff)
N e f f  (2.14)ÔCL\n
Encore une fois, on définit un biocapteur SPR par sa sensibilité surfacique maximale, soit la 
valeur maximale de sa sensibilité surfacique pour toute valeur d’indice effectif. On voit tout de 
suite la difficulté de comparer la sensibilité surfacique de plusieurs systèmes, puisque le 
paramètre n n’est pas fixé. Habituellement, la sensibilité surfacique sera estimée pour une 
expérience biologique spécifique en fonction de l’indice de réfraction estimé de l’analyte.
On remarque également que les deux définitions de la sensibilité dépendent de l’indice effectif 
Neff. On voit donc qu’une approche rigoureuse pour comparer la sensibilité de divers systèmes 
nécessite de discuter de l’indice effectif de la configuration choisie. La résolution d ’un 
biocapteur SPR correspond à la plus petite variation mesurable d’indice de réfraction 
volumique ou de l’épaisseur ajoutée en surface.
2.2.5 Effet d’exaltation
Comme décrit à la section 2.1.4, le champ électrique d’un système multicouche peut être 
modélisé grâce à la méthode des matrices de transfert. L’intensité du champ électrique des 
plasmons de surface peut donc être évaluée en fonction de l’indice effectif de l’excitation, 
comme illustré à la figure 2.15.
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Figure 2.15 : Intensité du champ électrique en surface normalisé sur l’intensité d’entrée (Ip/Io) 
d’un substrat de 48nm Au en fonction de l’indice effectif de l’excitation comparée à un scan 
angulaire de réflectance pour un analyte d’indice de réfraction 1.33 à une longueur d’onde 
d’excitation de 635nm. ANeff indique la différence entre le minimum de réflectance et 
l’intensité maximale du champ électrique.
On remarque sur la figure 2.15a un maximum de l’intensité du champ électrique (Ip/Io) 
atteignant une valeur normalisée d’environ 14 autour de l’angle de couplage SPR. On appelle 
ce maximum dans l’intensité du champ en surface l’effet d’exaltation des plasmons de surface. 
Cet effet d’exaltation augmente avec la longueur d’onde de l’excitation et diminue lorsque 
l’absorption du métal augmente [Raether, 1988]. À noter que l’effet d’exaltation est maximal 
pour une valeur légèrement en-dessous du minimum de réflectance. La résonance des 
plasmons de surface est aussi associée à un saut de phase autour des conditions de couplage. 
Pour un métal sans perte, la phase entre le plasmon résonant et la source d’excitation 
s’inverserait instantanément. Pour un métal avec absorption, le saut de phase est élargi, ce qui 
explique cette différence d ’indice effectif ANeff entre, l’exaltation maximale et le minimum 
d’intensité [Liebermann et Knoll, 2000].
2.2.6 Optimisation de l’épaisseur métallique
La figure 2.16 illustre l’effet d’une variation de l’épaisseur métallique sur les scans d’indice 
effectif, la valeur au minimum, la sensibilité volumique et l’effet d’exaltation du champ 
électrique.
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Figure 2.16 : (a) Scans d’indice effectif d’un substrat d’or de 38, 48 et 58nm à une longueur 
d’excitation de 635nm pour un analyte d’indice de réfraction 1.33. (b) Réflectance en fonction 
de l’épaisseur métallique et de l’indice effectif sondé pour un substrat d’or et un analyte 
d’indice de réfraction 1.33, illustrant la variation de la réflectance au minimum, (c) Sensibilité 
volumique (dR/dn) et (d) intensité du champ électrique en surface du faisceau réfléchi (Ip/Io) 
dans les mêmes conditions. Pour fin de comparaison, les valeurs optimales de réflectance au 
minimum (carré), de sensibilité (cercle) et d’intensité du champ électrique (croix) sont 
indiquées sur chacun des graphiques.
La figure 2.16a montre que l’effet sur un scan d ’indice effectif de modifier l’épaisseur 
métallique. La valeur de réflectance au minimum augmente et la largeur du couplage est 
modifiée. La figure 2.16b montre qu’une valeur de zéro au minimum ne peut être atteinte que 
pour une seule épaisseur métallique (~48nm). On voit sur les figures 2.16c-d que la sensibilité 
volumique maximale et l’effet d’exaltation maximal ne sont pas obtenus pour la même 
épaisseur métallique (environ 56nm pour la sensibilité et 42nm pour l’effet d’exaltation). 
L’épaisseur métallique permettant d’obtenir une valeur de zéro pour la réflectance au 
minimum étant située à mi-chemin entre ces deux valeurs, sélectionner cette épaisseur donne 
le meilleur compromis entre la sensibilité SPR et l’intensité du champ électrique en surface.
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Cette épaisseur métallique doit être recalculée pour chaque changement de condition (type de 
métal, longueur d’onde d’excitation, etc.).
2.2.7 Effet du métal
La permittivité d ’un métal détermine donc la qualité de sa réponse SPR. Même si l’or est le 
métal le plus souvent employé pour sa bonne sensibilité et sa compatibilité chimique, d’autres 
métaux présentent un intérêt, comme l’argent, l’aluminium ou le cuivre [Homola et al., 1999]. 
La figure 2.17 illustre la réflectance et l’effet d’exaltation pour trois métaux, soit l’or, l’argent 
et le chrome.
40
35
30
- — Au
20
Cr
15
10
5
1.35 1.4 1.45
Indice effectif Neff
.5 1.55
0.8
S 0.6
î? 0.4
0.2  Au
 Ag
Cr
1.35 1.4 1.45
Indice effectif Neff
1.55
Réflectance Cr 3.5
0.8
2.5
0.6
cc 0.4
0.2
0.5
1.4 1.45
Indice effectif Neff
1.551.35
Figure 2.17 : (a) Scans d’indice effectif pour un substrat 48nm or, 50nm argent ou 20nm 
chrome à une longueur d’excitation de 635nm pour un analyte d’indice de réfraction 1.33. Les 
épaisseurs ont été optimisées pour obtenir une réflectance nulle au minimum, (b) Ratio de 
l’intensité du champ électrique en surface sur l’entrée (Ip/Io) dans les mêmes conditions, (c) 
Zoom sur la réflectance et l’intensité du champ électrique en surface pour le chrome, ne 
démontrant aucun effet d’exaltation autour du minimum de réflectance.
On remarque sur la figure 2.17a que l’argent présente un minimum de réflectance plus étroit 
que pour l’or et un indice effectif plus faible, indiquant une profondeur de pénétration du
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champ évanescent plus grande. Sur la figure 2.17b, on voit que l’argent présente un fort effet 
d’exaltation. La grande sensibilité et le fort effet d’exaltation est dû à la faible absorption du 
métal.
Le chrome, par contre, présente un minimum très large à un indice effectif élevé. On remarque 
aussi à la figure 2.17c que le chrome ne semble pas présenter de maximum de champ 
évanescent autour de son minimum de réflectance (Neff=\ AS). La permittivité du chrome à 
cette longueur d’onde est -1.19 +20.77i [Palik, 1985]. Comme expliqué à la section 2.2.1, les 
conditions pour supporter la résonance des plasmons de surface sont une partie réelle de em 
négative et son amplitude supérieure à celle du diélectrique (e d= 1.77). Puisque cette 
deuxième condition n’est pas remplie, le chrome ne supporte pas de phénomène de résonance 
des plasmons de surface pour cette longueur d’onde d’excitation. La sélection d’un métal 
présentant une bonne sensibilité SPR et un bon effet d’exaltation est donc essentielle à la 
conception d’un système SPR.
2.2.8 Applications pour mesures biochimiques et cellulaires
La relation entre l’indice de réfraction du diélectrique et le couplage SPR permet l’étude de 
réactions biochimiques. Lorsqu’il y a adsorption de biomolécules telles que des protéines sur 
la surface du métal, l’indice de réfraction effectif du diélectrique sondé par le champ 
évanescent est augmenté, ce qui se traduit par une variation des conditions de couplage SPR 
[Green et al., 2000]2. De la même façon, la SPR peut être employée pour l’étude de réponses 
cellulaires. En faisant croître une monocouche de cellules vivantes sur la surface métallique, il 
est possible de mesurer des variations d’indice de réfraction effectif suite à diverses 
stimulations pharmacologiques [Yanase et al., 2007; Cuerrier et al., 2008; Chabot et al.,
2009]. Un changement de morphologie cellulaire se traduit par une modulation de l’indice 
effectif SPR puisque les cellules présentent un indice de réfraction différent de celui du milieu 
liquide les entourant, comme illustré en exemple à la figure 2.18.
2 Les détails de 1’adsorption de biomolécules sur l’indice de réfraction effectif du diélectrique et les conditions de 
couplage SPR peuvent être retrouvés à l ’annexe B, section B.2.
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Figure 2.18 : (a) Suivi SPR sur substrat d’or d’une couche cellulaire après stimulation par une 
toxine bactérienne Lipopolysaccharides, générant une forte variation de réflectance SPR (b) 
Images de microscopie à contraste de phase illustrant la réorganisation morphologique. La 
barre d’échelle indique 10pm. Image tirée de [Chabot et a l, 2009].
Les cellules ont cependant une taille beaucoup plus grande que la profondeur de pénétration 
du champ évanescent d’un mode plasmon de surface, de l’ordre du micron jusqu’à la centaine 
de microns, dépendant du type cellulaire. Par conséquent, la réponse cellulaire mesurée 
provient principalement de la partie basale de la cellule, liée notamment aux points d’ancrage 
de la cellule sur le substrat. Pour bien mesurer des réponses cellulaires à l’aide d’un mode de 
surface, on voit donc que le type de sensibilité à maximiser est la sensibilité volumique plutôt 
que surfacique.
2.3 Autres structures pour la détection évanescente
D’autres structures guides d’onde permettent la mesure des variations d’indice de réfraction au 
sein d’un champ évanescent; les plasmons de surface ne sont pas les seules modes de surface. 
Dans cette section, je présente deux autres méthodes de détection de surface où l’indice 
effectif du mode, et donc la profondeur de pénétration, peut être sélectionné. L ’effet 
d’exaltation du champ électrique pour ces modes est aussi présenté.
2.3.1 Plasmon à longue portée
Dans le cas d’un métal d’épaisseur finie déposé sur un prisme de couplage, un plasmon de 
surface existe aussi à l’interface prisme-métal. Cependant, ce plasmon de surface possède un 
indice effectif de mode trop élevé pour observer sa résonance avec une source lumineuse 
incidente. Si on place sous le métal une couche diélectrique d’indice de réfraction égal à 
1’analyte, on rapproche ainsi les indices effectifs des plasmons situés au-dessus et en-dessous 
du métal. Lorsque la couche métallique est suffisamment mince, les deux plasmons de surface
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se couplent, générant deux nouveaux modes. Le premier mode, symétrique au niveau de son 
champ magnétique, est appelé plasmon de surface à longue portée (LRSP pour Long Range 
Surface Plasmon). Ce mode possède un indice effectif plus faible. Il est donc moins confiné en 
surface du métal et se propage principalement dans les diélectriques [Berini, 2009]. Il 
démontre ainsi une absorption plus faible, ce qui se traduit par une longue distance de 
propagation et une résonance plus étroite. Le second mode, antisymétrique du point de vue de 
son champ magnétique, est appelé plasmon de surface à courte portée (SRSP pour Short 
Range Surface Plasmon). Il possède un indice effectif plus élevé, est confiné en surface et 
fortement atténué, le rendant de faible intérêt pour des études volumiques [Slavik et Homola, 
2006]. La figure 2.19 illustre la configuration du plasmon de surface à longue portée.
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Figure 2.19 : (a) Configuration typique d’un substrat plasmon de surface (SP). (b) 
Configuration d’un substrat plasmon de surface à longue portée (LRSP), où un diélectrique 
d’indice de réfraction symétrique à l’analyte est ajouté sous le métal, (c) Scans d’indice 
effectif pour un SP (48nm d’or) et un LRSPR (couche de 700nm d ’indice rid2=1.33 sous 25nm 
d’or) pour un analyte d’indice de réfraction 1.33 à une longueur d’onde d’excitation de 
635nm.
Le mode LRSP possède une sensibilité volumique (Eq.2.13) plus élevée dû à son faible 
confinement [Nenninger et al., 2001]. Cette configuration de substrat présente donc un fort 
intérêt pour l’étude d’analytes de grande taille comme des cellules.
2.3.2 Guide d’onde à gaine métallique
Une seconde configuration pour l’étude par champ évanescent consiste à insérer un 
diélectrique entre le métal et 1’analyte, de sorte à former un guide d’onde à gaine métallique 
(MCWG pour Metal-Clad Waveguide). Comme pour un guide d’onde traditionnel, la taille du 
cœur, dans ce cas-ci la couche diélectrique entre le métal et 1’analyte, détermine le nombre de
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modes guidés et leur indice effectif. Il est donc possible de sélectionner le niveau de 
confinement du mode guidé en modifiant l’épaisseur du diélectrique. La figure 2.20 illustre la 
configuration MCWG.
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Figure 2.20 : (a) Configuration typique d’un substrat plasmon de surface (SP). (b) 
Configuration d’un substrat guide d’onde à gaine métallique (MCWG), où un diélectrique est 
inséré entre le métal et l’analyte. (c) Scans d’indice effectif pour un SP (48nm d’or) et un 
MCWG (48nm d’or, puis couche de 420nm d ’indice nj2= 1.5) pour un analyte d’indice de 
réfraction 1.33 à une longueur d’onde d’excitation de 635nm. On observe un mode MCWG 
transverse magnétique (TM) et un mode MCWG transverse électrique (TE).
On remarque sur la figure 2.20c que 2 modes sont présents dans la structure MCWG, soit un 
mode transverse magnétique (TM) et un mode transverse électrique (TE). Ceci est un avantage 
de la configuration MCWG, puisqu’elle permet le couplage aux modes TE, contrairement aux 
plasmons de surface qu’ils soient traditionnels ou à longue portée.
2.3.3 Effet d’exaltation des configurations modifiées
Un avantage additionnel des deux configurations présentées, soit LRSP et MCWG, consiste en 
leur fort effet d’exaltation du champ évanescent. La figure 2.21 présente l’effet d’exaltation 
des configurations LRSP et MCWG.
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Figure 2.21 : Ratio de l’intensité du champ électrique du faisceau réfléchi en surface sur 
l’entrée (Ip/Io) des configurations (a) LRSP et (b) MCWG présentées aux figures 2.19 et 2.20.
On remarque un effet d’exaltation maximal pour la configuration LRSP dans ces conditions. À 
noter que l’effet d’exaltation dépend notamment de l’indice effectif du mode et donc le LRSP 
et le MCWG sont ici comparés à indice effectif de mode équivalent. On voit bien l’avantage 
de la configuration MCWG, puisqu’il est possible de modifier l’indice effectif du mode 
simplement en changeant l’épaisseur de diélectrique, ce qui est impossible pour la 
configuration SPR standard. La configuration LRSP permet aussi une variation d’indice 
effectif, autour d’une faible plage cependant. Ce changement est réalisé en modifiant 
l’épaisseur du métal, c’est-à-dire en rapprochant ou éloignant les modes situés en-dessous et 
au-dessus du métal.
2.3.4 État de l’art des substrats à longue pénétration dans l’analyte 
employés pour mesures sur cellules vivantes
L’emploi d’ondes évanescentes à longue profondeur de pénétration pour la détection de 
cellules vivantes a été démontré par le groupe de Larsen et Pederson, notamment par l’emploi 
de guides d’onde à symétrie inversée [Horvath et al., 2005] et de guides d’onde à gaine 
métallique [Skivesen et al., 2007]. Leurs travaux démontrent la faisabilité d’optimiser la 
profondeur de pénétration d’un champ évanescent pour une application donnée, en choisissant 
les paramètres de fabrication des guides. Lors d’études d’adhésion cellulaire, ils identifient des 
problèmes de détection liés à la diffusion du champ évanescent due à l’hétérogénéité de la 
couche cellulaire mesurée [Horvath et al., 2005]. Les travaux de modélisation de [Cottier et 
Horvath, 2008] ont permis d’obtenir des informations sur la densité de la couche cellulaire 
mesurée par le guide d’onde, sans nécessiter d’imagerie. Ce groupe a aussi démontré l’emploi
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de guides d’onde multimodes permettant de sonder les cellules à différentes profondeurs de 
pénétration et ainsi obtenir des informations sur la distribution axiale de l’indice de réfraction 
[Horvath et al., 2008; Ramsden et Horvath, 2009].
Les travaux de [Fang et al., 2006] présentent aussi une. modélisation des variations de signal 
mesurées par un guide d’onde à longue profondeur de pénétration causées par des 
changements de morphologie d ’une couche cellulaire. Ils ont appliqué leur méthode de 
détection à base de guide d’onde résonant excité par une source lumineuse blanche pour la 
mesure parallèle de cellules vivantes, sans imagerie [Ferrie et al., 2010; Ferrie et al., 2012].
La résonance des plasmons de surface à longue portée a récemment été employée pour l’étude 
cellulaire en raison de sa grande profondeur de pénétration, notamment pour la mesure 
d’adhésion de bactéries [Vala et al., 2009; Wang et al., 2012], L’emploi de structures LRSP 
pour l’étude de cellules vivantes a été démontré par nos travaux qui seront présentés au 
chapitre 5 et publiés dans la revue Sensors and Actuators B : Chemical [Chabot et al., 2012]. 
Les travaux subséquents de [Vala et al., 2013] ont ensuite pu corroborer l’augmentation de 
sensibilité de cette méthode comparée à la SPR conventionnelle pour l’étude de cellules 
vivantes.
2.4 Microscopie par résonance des plasmons de surface
Jusqu’à présent, la résonance des plasmons de surface n’a été discutée qu’en termes de mesure 
globale de l’indice de réfraction d’un analyte. Il est cependant possible d’imager les plasmons 
de surface par une méthode appelée microscopie SPR. Cette section décrit donc le principe 
général, la résolution des systèmes d’imagerie par SPR et finalement les techniques de 
montage.
2.4.1 Principe général
La microscopie SPR a été démontrée par deux groupes de recherche en 1987-1988 [Yeatman 
et Ash, 1987; Rothenhausler et Knoll, 1988]. Cette technique consiste à employer une lentille 
pour obtenir l’image de la surface métalüque excitée, et donc quantifier spatialement l’indice 
de réfraction du diélectrique. Le contraste de l’image est normalement obtenu à un angle fixe 
grâce aux variations de la réflectance de la couche métallique, causé par un couplage plus ou
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moins fort avec les plasmons de surface. La figure 2.22 illustre l’origine du contraste 
normalement observé en microscopie SPR pour un réseau de deux indices de réfraction 
différents.
Figure 2.22 : Origine du contraste en microscopie SPR. Les zones sombres présentent un 
indice de réfraction plus faible que les zones claires.
2.4.2 Résolution latérale et d’indice de réfraction
On définit un système de microscopie SPR par rapport à la taille de la surface imagée et de sa 
résolution, tant latérale (résolution spatiale) qu’en indice de réfraction. Même si les 
caractéristiques d’un montage de microscopie SPR diffèrent selon la méthode et les 
composantes utilisées, il existe une contrainte physique à la résolution spatiale : la longueur de 
propagation des plasmons sur la surface (Lsp) [Berger et a i, 1994], Cette longueur est définie 
comme étant la distance sur la surface pour laquelle l’intensité du plasmon de surface atteint 
une valeur de l/e. Elle est typiquement de 7pm pour l’or excité à 633nm [Raether, 1988]. 
Dans la direction de propagation de l’onde plasmonique, la résolution atteignable est ümitée 
par cette distance parcourue par un plasmon de surface avant d’être atténué, comme illustré à 
la figure 2.23.
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Figure 2.23 : (a) Un réseau observé en microscopie en champ large (gauche) est masqué 
lorsqu’observé en microscopie SPR (droite) dû à l’effet de la longueur de propagation des 
plasmons de surface. Image prise de [Giebel et a i,  1999]. (b) Profil d’intensité typique en 
microscopie SPR pour un plasmon couplé subissant une perturbation d’indice de réfraction 
localisée. Une réponse transitoire est visible pour chaque transition abrupte d’indice de 
réfraction, modulée par la longueur de propagation Lsp.
On remarque sur la figure 2.23a que le réseau observé en microscopie SPR (droite) est bien 
défini verticalement, mais que la longueur de propagation des plasmons, orientés 
horizontalement vers la droite, empêche la discrimination des détails du réseau. La figure 
2.23b illustre un profil typique d’intensité réfléchie en fonction de la distance pour un plasmon 
excité à un indice effectif maximisant le couplage pour un indice de réfraction d’analyte ni 
avec une perturbation localisée d’indice de réfraction supérieur «2 [Yeatman, 1996]. On voit 
d’abord une réponse transitoire oscillante, causant l’apparition de franges d’interférences au 
début de la structure. Au retour dans la zone d ’indice de réfraction m, la transition vers une 
intensité réfléchie nulle n’est pas instantanée. Dans les deux cas, la longueur de propagation 
Lsp module l’intensité réfléchie en masquant les transitions abruptes d’indice de réfraction de
Cette limite sur la résolution est encore plus remarquable pour les modes guidés à faible 
pertes, comme les plasmons à longue portée et les guides d’onde à gaine métallique. Ces 
modes présentent une longueur de propagation plusieurs fois supérieure, allant jusqu’à 
plusieurs ordres de grandeurs [Berini, 2009]. Par exemple, la longueur de propagation d’un 
mode LRSP pour un substrat d’argent à une longueur d’onde de 633nm a été mesurée à
l’analyte.
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274|im [Dohi et al., 1985]. Ces configurations ne sont donc normalement pas employées en 
microscopie SPR à haute résolution.
2.4.3 Excitation sous plusieurs orientations
La figure 2.23 illustrait l’étirement en microscopie SPR d’un réseau le long de la direction de 
propagation des plasmons. Une première suggestion pour améliorer la résolution latérale 
consistait à changer la direction de cet étirement. La méthode proposée par les travaux de [de 
Bruijn et al., 1993] consistait à effectuer une rotation de l’objet. Aussi, des études ont montré 
que lorsqu’on focalise une source lumineuse sur la surface à travers un objectif de microscopie 
à forte ouverture numérique, le substrat est excité sous toutes les orientations à la fois [Kano et 
Knoll, 2000]. Dans ce cas, les plasmons de surface interfèrent entre eux et un champ électrique 
est localisé au point focal de l’objectif. Cette propriété a été mise à profit pour réaliser des 
microscopes à balayage à haute résolution [Somekh et al., 2000; Tanaka et Yamamoto, 2003]. 
L’interférence locale des plasmons de surface pour améliorer la résolution a récemment été 
démontrée sur des systèmes en champ large [Stabler et al., 2004; Jamil et al., 2008]. Il est 
donc possible de s’affranchir de la limite de résolution imposée par la propagation des ondes 
de surface par l’excitation sous plusieurs orientations et ainsi obtenir des images de 
microscopie SPR à haute résolution.
2.4.4 Etat de l’art de la microscopie SPR appliquée à l’étude de cellules 
vivantes
Les applications de la microscopie SPR pour visualiser des cellules vivantes ont stimulé 
l’intérêt de plusieurs groupes de recherche. Les travaux de [Giebel et al., 1999] ont montré la 
première étude de cellules vivantes grâce à la microscopie SPR. Leur système, basé sur la 
configuration de Kretschmann, démontrait cependant une faible résolution latérale. En 
employant une configuration à forte absorption dans le métal, il est possible de diminuer la 
longueur de propagation des plasmons et d’obtenir une résolution d’environ 2pm avec un 
système à prisme, suffisante pour visualiser des cellules larges [Peterson et al., 2009]. Les 
systèmes de microscopie à base de prisme sont donc les plus employés pour l’étude cellulaire, 
mais démontrent une plus faible résolution [Peterson et al., 2010; Yanase et al., 2010; Kim et 
al., 2011].
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La première application d’un objectif à forte magnification pour l’excitation des plasmons de 
surface a été démontrée par les travaux de [Kano et al., 1998]. En employant une excitation 
focalisée, la résolution latérale pouvait être inférieure à la propagation des plasmons. Cette 
méthode a été améliorée par plusieurs groupes de recherche, notamment par l’emploi de 
multiple photodétecteurs [Tanaka et Yamamoto, 2003]. Les travaux de [Moh et al., 2008] 
démontrent l’emploi d’un faisceau polarisé radialement pour l’excitation SPR locale appliqué 
à l’imagerie cellulaire. Leur système démontre une résolution latérale de l’ordre du micron et 
une bonne résolution d’indice de réfraction, mais nécessite un balayage 2D complet de 
l’échantillon.
Le groupe de [Huang et al., 2007] a présenté l’emploi d ’un microscope SPR en champ large 
avec excitation collimatée, en employant un objectif à forte ouverture numérique. Ce 
microscope a ensuite été employé pour l’imagerie cellulaire [Wang et al., 2012]. Les travaux 
de [Wang et al., 2011] présentent l’intégration de ce microscope avec l’imagerie d’impédance 
pour une information additionnelle sur la couche cellulaire. L’étude de [Jamil et al., 2008] 
présente un microscope SPR en champ large avec excitation focalisée, démontrant une 
excellente résolution latérale de l’ordre de lpm. Ce système présente un fort contraste pour 
l’étude de cellules déshydratées et imagées dans l’air, mais ce contraste diminue avec l’emploi 
de cellules vivantes en milieu liquide. L’intégration d’un faisceau polarisé radialement a 
ensuite permis d’améliorer le contraste en conservant une résolution latérale de l’ordre du 
micron [Vander et Lipson, 2009].
Il est aussi possible d’améliorer le contraste obtenu en microscopie SPR par des mesures 
d’interférométrie. Ces techniques ont été employées pour l’imagerie cellulaire par [Su et al.,
2010]. En combinant la détection par phase au microscope en champ large à excitation 
focalisée, [Berguiga et al., 2011] ont présenté des images dans l’air de cellules déshydratées 
avec une résolution inférieure au micron et un excellent contraste. Leur système n’a pour 
l’instant pas été appliqué à l’imagerie de cellules vivantes.
En résumé, les systèmes de microscopie SPR les plus performants appliqués à l’imagerie 
cellulaire permettent d’obtenir une résolution latérale de l’ordre du micron, suffisante pour 
étudier des phénomènes au niveau de cellules individuelles.
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2.5 Fluorescence
Dans cette section, je décris en détails la fluorescence et son excitation via un champ 
évanescent. Je discute des effets d’atténuation de la fluorescence près d’une surface métallique 
et des contraintes liées à l’utilisation de la fluorescence pour l’étude de cellules vivantes.
2.5.1 Fluorescence et détection
La fluorescence est un phénomène de luminescence où l’absorption d’un photon avec une 
certaine quantité d’énergie génère l’émission subséquente d’un photon d’énergie plus faible. 
On dénomme fluorophore une molécule présentant cette caractéristique. La fluorescence est 
souvent décrite par un diagramme de Jablonski [Lakowicz, 2006], comme présenté à la figure 
2.24, représentant les transitions électroniques.
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Figure 2.24 : Diagramme de Jablonski
Sur ce diagramme, on voit un niveau d’énergie So et deux niveaux d’énergie supérieurs Si et 
S2. L’absorption d’un photon excite un électron du niveau de base So jusqu’à un haut niveau 
d’énergie S2. Ensuite, un phénomène de conversion interne fait passer cet électron de l’état S2 
à un état inférieur Si, sans émission de photon. Finalement, le passage de cet électron de l’état 
Si à l’état initial So est radiatif, c’est-à-dire qu’un photon est émis. Le décalage en longueur 
d’onde entre l’excitation et l’émission du fluorophore est appelé le déplacement de Stokes et 
correspond au processus de conversion interne sans radiation entre les niveaux S2 et Si. Un 
photon doit normalement avoir exactement la bonne énergie pour être absorbé et produire une 
transition. Cependant, on remarque sur la figure 2.24 une multitude de niveaux environnant So, 
Si et S2, causés par l’énergie vibrationnelle et thermique. Plutôt que de nécessiter une énergie
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unique, les photons dans une certaine gamme d’énergie peuvent donc permettre la transition 
de niveau. Ceci se traduit par un élargissement du spectre d’absorption du fluorophore. De la 
même façon, une gamme d’énergie de transition est disponible pour le retour au niveau de 
base So, ce qui élargit de façon équivalente le spectre d’émission du fluorophore. Chaque 
molécule fluorescente présente ainsi un spectre d’absorption et d’émission qui lui est unique, 
représentant la distribution de ses niveaux d’énergie. La figure 2.25 illustre en exemple les 
spectres d’absorption et d’émission pour la rhodamine 110 [Invitrogen, 2013]. On y observe 
bien le déplacement de Stokes entre le pic d’absorption de la molécule fluorescente et son pic 
d’émission.
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Figure 2.25 : Spectres d’absorption (gauche) et d’émission (droite) pour la rhodamine 110.
Un bon système de fluorescence doit exciter le fluorophore à une longueur d ’onde présentant 
une bonne efficacité d’absorption, et collecter un maximum de fluorescence émise tout en 
filtrant adéquatement l’excitation.
Même si les photons d’excitation correspondent aux bons niveaux d’énergie pour l’absorption, 
la probabilité d’émission n’est pas garantie. On définit donc le rendement quantique du 
fluorophore comme le ratio entre le nombre de photons émis et de photons absorbés. Un 
exemple de fluorophore démontrant un très fort rendement quantique serait la rhodamine 
[Karstens et Kobs, 1980]. On définit aussi le coefficient d’extinction comme l’absorption 
lumineuse pour une concentration donnée du fluorophore. Afin de minimiser l’excitation 
nécessaire à un bon signal de fluorescence et réduire les risques de dommage liés à l’excitation 
lumineuse d’une cellule ou d’un tissu, il est nécessaire de sélectionner un fluorophore 
démontrant un bon rendement quantique et un fort coefficient d ’extinction.
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2.5.2 Excitation d’un fluorophore par un champ évanescent
Un fluorophore peut être excité par un champ évanescent. Cette technique est employée en 
microscopie de fluorescence par réflexion totale interne (TIRF) [Axelrod, 1981]. Un prisme ou 
un objectif de microscope à forte ouverture numérique permet d’obtenir la réflexion totale 
interne et de générer le champ évanescent pour exciter les molécules fluorescentes localisées 
en surface. Or, le champ évanescent associé à la résonance des plasmons de surface est 
considérablement plus intense que le champ évanescent normalement obtenu en microscopie 
TIRF pour un même indice effectif [Attridge et a i, 1991; Knoll, 1998]. On peut donc 
employer cette modalité pour exciter les fluorophores, et ainsi obtenir un meilleur ratio signal 
sur bruit qu’en employant la microscopie TIRF [Fort et Grésillon, 2008]. La figure 2.26 
compare l’efficacité modélisée selon les mêmes conditions de la microscopie TIRF avec celle 
de la SPR sur or pour l’excitation de fluorophores à 635nm dans un champ évanescent.
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Figure 2.26 : (a) Scan d’indice effectif pour une interface verre-eau et un substrat SPR 48nm 
Au dans l’eau à une longueur d’onde de 635nm. (b) Dans les mêmes conditions, ratio de 
l’intensité du champ évanescent en surface (Is pour TIRF, Ip pour SPR) sur l’intensité d’entrée 
Io-
On voit d’abord sur la figure 2.26b que pour l’interface, verre-eau, le ratio d’intensité du 
champ électrique du faisceau réfléchi (I/Io) atteint une valeur maximale d’environ 4 à l’angle 
critique, puis diminue graduellement. L’intensité du champ pour la polarisation transverse 
électrique (Is) est choisie pour fin de comparaison de la TIRF puisqu’elle présente la plus 
grande intensité. Pour le substrat SPR d’or, on note une valeur maximale du ratio d’intensité 
en surface (Ip/Io) d’environ 14, centrée autour de l’indice effectif de la résonance des plasmons 
de surface, liée à l’effet d’exaltation du champ évanescent discuté à la section 2.2.5.
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2.5.3 Atténuation près d’une surface métallique
Lorsqu’un fluorophore est situé trop près d’une surface métallique, un phénomène de 
« quenching » survient. La distance de Fôrster, typiquement 5 à 7 nm, définit l’espacement 
entre le fluorophore et le métal pour observer ce phénomène [Liebermann et Knoll, 2000]. La 
conductivité du métal offrant une alternative à l’émission d’un photon pour le fluorophore, 
l’énergie sera plutôt dissipée dans le métal sous forme de chaleur [Pockrand et al., 1981; 
Lakowicz, 2001]. La figure 2.27 illustre les trois événements possibles lors de l’excitation 
d’un fluorophore en fonction de sa position dans le champ évanescent.
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Figure 2.27 : Excitation d’un fluorophore émettant dans le rouge par le champ évanescent d’un 
plasmon de surface Pi excité avec une source verte en fonction de la distance entre le 
fluorophore et le métal, (a) d=0-l distance de Fôrster, aucune fluorescence n’est émise, 
l’énergie est entièrement dissipée dans le métal, (b) d=l-2 distance de Fôrster, la fluorescence 
est émise dans l’hémisphère du haut, mais la fluorescence de l’hémisphère du bas excite un 
second plasmon P2 qui réémet à travers le prisme, (c) d>2 distances de Fôrster, le fluorophore 
émet dans toutes les directions.
On remarque d’abord que si le fluorophore est positionné à une distance inférieure ou égale à 
la distance de Fôrster (Fig.2.27a), aucune fluorescence n’est générée; l’énergie se dissipe dans 
le métal sous forme de chaleur. Lorsque le fluorophore est positionné à une distance 
supérieure à la distance de Fôrster, la fluorescence est émise. Cependant, une partie de 
l’émission peut se coupler à un mode plasmon de surface d’indice effectif lié à la longueur 
d’onde du fluorophore et se propager hors du prisme. Ce phénomène est appelé émission 
couplée par plasmons de surface et est lié au couplage par le champ évanescent; il décroît donc 
exponentiellement avec la distance [Novotny, 1997; Lakowicz, 2004]. On l’observe 
principalement pour un positionnement de 1 à 2 fois la distance de Fôrster (Fig.2.27b). 
Finalement, lorsque le fluorophore est situé à plus du double de la distance de Fôrster, mais
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toujours dans le champ évanescent (Fig.2.27c), l’émission couplée est négligeable et le 
fluorophore émet de façon conventionnelle. Une attention particulière doit donc être portée 
quant au positionnement du fluorophore par rapport au métal.
2.5.4 La fluorescence en milieu biologique
Plusieurs facteurs doivent être considérés avant de sélectionner un marqueur fluorescent pour 
une application sur cellules vivantes. Certains fluorophores démontrent une cytotoxicité 
intrinsèque ou par agrégation, se présentant sous la forme de la mort cellulaire directe ou 
encore le blocage d’un mécanisme cellulaire [Miyawaki et a i,  2003]. À l’exception des études 
de toxicité, la survie cellulaire et viabilité de la dynamique cellulaire à étudier doivent donc 
être priorisées.
Un second facteur à tenir en compte est l’entrée du fluorophore dans la cellule à travers la 
membrane. En effet, la membrane cellulaire étant une bicouche lipidique dense bloquant 
l’accès à l’intérieur de la cellule, seuls les fluorophores lipophiles peuvent aisément pénétrer à 
l’intérieur de la cellule [Johnson, 1998]. Afin de permettre le marquage en employant des 
sondes polaires, il est nécessaire de procéder à une perméabilisation de la membrane, un 
procédé souvent mortel pour la cellule. Pour réaliser des études sur cellules vivantes, une 
stratégie consiste à sélectionner une protéine fluorescente et de transmettre son gène aux 
cellules afin de forcer son expression par un procédé appelé transfection. Dans ce cas, la 
cellule produira elle-même le fluorophore qui sera intégré à même la dynamique cellulaire et 
une attention particulière doit être portée afin d’éviter d ’entraver les mécanismes 
intracellulaires par l’ajout du fluorophore. Récemment, la gamme de protéines fluorescentes 
disponibles s’est grandement élargie, excitables de l’ultraviolet au orange, mais il existe peu 
de protéines fluorescentes excitables à des longueurs d’onde plus élevées [Chudakov et al., 
2010].
Finalement, l’exposition de cellules vivantes à une source lumineuse intense peut causer de la 
phototoxicité, notamment via la formation d’espèces réactives d ’oxygène (ROS) [Dixit et Cyr, 
2003]. Ces ROS peuvent localement inactiver certaines protéines ou même causer la mort 
cellulaire [Jay, 1988]. Le fluorophore sélectionné doit donc être stable afin de ne pas perturber 
les mécanismes cellulaires par la formation d’un excès de ROS. Comme discuté à la section
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2.5.1, un bon rendement quantique permet aussi de minimiser l’exposition lumineuse 
nécessaire à l’obtention des images de fluorescence, diminuant aussi la toxicité.
2.5.5 État de l’art des systèmes de fluorescence excités par SPR employés 
pour l’étude cellulaire
Plusieurs groupes ont appliqué la fluorescence excitée par plasmons de surface à l’imagerie 
cellulaire. L’étude de [He et al., 2006] compare le facteur d’exaltation de la fluorescence 
excitée via SPR par rapport à la réflexion totale interne (TIRF) pour une cellule excitée. Les 
auteurs démontrent aussi la possibilité d’exciter la fluorescence multi-photons via le champ 
évanescent des plasmons [He et al., 2009]. Pour ces deux études, ils ne présentent aucun suivi 
cellulaire et ne discutent pas des informations complémentaires obtenues en combinant la SPR 
et la fluorescence. Aucune discussion sur la toxicité de leur substrat d’argent n’est donnée et 
ils ne valident pas la survie de leur cellule au cours de l’expérimentation. La cellule ne semble 
être employée qu’à titre de contenant pour des fluorophores.
Les travaux de [Burghardt et al., 2006] présentent aussi la comparaison de la fluorescence 
excitée par SPR et la TIRF pour la mesure de fibres musculaires. Ils démontrent une 
diminution du bruit de fond et donc une amélioration de la qualité des images avec l’emploi 
d’une lamelle de verre recouverte de 30-40nm d’aluminium. L’étude de [Balaa et al., 2009] 
présente la fluorescence excitée par plasmons de surface comme une méthode pour limiter le 
bruit de fond lié à la diffusion du champ évanescent due à l’hétérogénéité de la cellule. Pour 
ces études, le métal n’est donc employé qu’à titre d’amélioration de la microscopie TIRF, sans 
apporter d’information complémentaire.
Les travaux de [Hassanzadeh et al., 2008] concernent l’emploi d’un guide d’onde pour exciter 
la fluorescence de cellules vivantes. Leurs travaux présentent les guides d ’ondes comme une 
alternative aux techniques de microscopie à épifluorescence et TIRF [Hassanzadeh et a l,  
2012; Hassanzadeh et al., 2013]. De façon similaire, les travaux de [Agnarsson et al., 2009] 
présentent l’emploi de guides d’onde symétriques pour l’excitation de la fluorescence. Ils 
proposent notamment une configuration permettant la modulation de l’excitation évanescente 
pour minimiser les effets de phototoxicité [Agnarsson et a l, 2011].
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La combinaison de la SPR et de la fluorescence excitée par plasmons de surface afin d’obtenir 
des informations complémentaires sur la couche cellulaire est donc toujours d’intérêt. Ces 
travaux, présentés au chapitre 6, font l’objet d’une publication soumise au journal Biosensors 
and Bioelectronics intitulée « Identification of the molecular mechanisms in cellular processes 
that elicit a surface plasmon resonance (SPR) response using simultaneous surface plasmon- 
enhanced fluorescence (SPEF) microscopy. » On remarque aussi que peu de publications 
évaluent la viabilité cellulaire au cours des mesures de fluorescence. La démonstration d’une 
méthode de mesure sur cellules vivantes doit cependant discuter de son impact sur le modèle 
étudié. La toxicité du substrat et de l’excitation lumineuse doit être vérifiée.
2.5.6 État de l’art des systèmes combinant la microscopie SPR et la 
fluorescence
À ce jour, un seul système applique en combinaison la microscopie SPR et la fluorescence 
excitée par la résonance des plasmons de surface [He et a l, 2010]. De façon à diminuer la 
longueur de propagation des plasmons de surface, leur étude emploie une épaisseur métallique 
sous la valeur optimale. Ils approchent donc une résolution latérale en microscopie SPR de 
l’ordre du micron. Cependant, ils ne présentent qu’une image d’une cellule unique après son 
adhésion sur le substrat, sans stimulation ou suivi. Ils ne discutent pas non plus la possible 
toxicité de leur substrat d’argent. Bien qu’ils montrent la possibilité de combiner les deux 
modalités d’imagerie, ils ne valident pas leur plate-forme pour l’étude de réponses de cellules 
vivantes suite à une stimulation pharmacologique.
2.6 Conclusions
Un système permettant la mesure simultanée de fluorescence et de spectroscopie SPR sera 
développé. Une attention particulière devra être portée aux sondes fluorescence afin de 
minimiser leur impact négatif sur la cellule. Un microscope basé sur la résonance des 
plasmons de surface sera aussi conçu pour réaliser l’imagerie à haute résolution de cellules 
vivantes. Les configurations alternatives de substrats présentées, soit les plasmons à longue 
portée et les guides d’onde à gaine métallique, seront évalués pour l’étude cellulaire en 
fluorescence et en microscopie SPR.
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Au chapitre 3, je présente donc la conception et de la validation des substrats pour l’étude de 
cellules vivantes, en évaluant notamment la stabilité et la biocompatibilité. Je discute aussi de 
l’emploi de toutes les configurations présentées de substrats, optimisés pour l’étude cellulaire.
CHAPITRE 3 SUBSTRATS
Des substrats optimisés pour l’étude cellulaire ont d’abord été conçus et réalisés. Ce chapitre 
détaille les étapes du processus d’optimisation. La conception et la caractérisation d’un 
substrat SPR est élaborée, en validant son emploi pour l’étude cellulaire. Deux configurations 
alternatives de substrats supportant des ondes de surface ont été évaluées, soit l’emploi de 
plasmons de surface à longue portée (LRSP) et l’utilisation de guides d ’onde à gaine 
métallique (MCWG). Les performances des différents substrats optimisés au cours de ce 
chapitre sont ensuite comparées.
3.1 Conception des substrats SPR
Cette section décrit en détails les étapes d’optimisation d’un substrat SPR. J’y discute donc de 
la sélection de la longueur d’onde d’excitation et du métal employé. L’accroche du métal au 
substrat de verre est évaluée, de même que la stabilité et la biocompatibilité du substrat. Les 
performances mesurées sur le substrat conçu sont discutées et comparées avec la modélisation.
3.1.1 Sélection de la longueur d’onde d’excitation
Comme discuté au chapitre 2, la gamme de protéines fluorescentes disponibles pour l’étude 
cellulaire s’étend principalement de l’ultraviolet au orange [Chudakov et a i,  2010]. 
Cependant, l’absorption des métaux augmente en diminuant la longueur d’onde, ce qui se 
traduit par une diminution de sensibilité SPR [Homola, 1997]. Une longueur d’onde 
d’excitation de 532nm a donc été sélectionnée, compromis entre la disponibilité des protéines 
fluorescentes et la sensibilité obtenue.
3.1.2 Sélection du métal
L’échantillon doit démontrer une excellente sensibilité volumique3 à 532nm, soit la longueur 
d’onde planifiée des systèmes SPR-FLUO et de microscopie SPR. Compte tenu de la 
disponibilité d’un système de spectroscopie déjà en place à l’Institut de Pharmacologie de 
Sherbrooke, l’échantillon doit aussi démontrer une bonne sensibilité volumique à une longueur 
d’onde d’excitation de 635nm pour fins de comparaison et validation [Chabot, 2008].
3 Tel que décrit au chapitre 2, la sensibilité volumique correspond à la variation de réflectance pour un 
changement d’indice de réfraction donné dans tout le volume de l’analyte. Les cellules étant un analyte de grande 
taille, il est avantageux de maximiser la sensibilité volumique plutôt que surfacique.
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Finalement, l’échantillon doit démontrer une forte intensité du champ évanescent pour 
maximiser l’excitation de fluorescence.
L’or présente une absorption élevée aux longueurs d’onde bleu ou verte due à la présence de 
transitions électroniques inter-bandes [Corti et Holliday, 2009], ce qui diminue sa sensibilité à 
532nm pour la résonance des plasmons de surface [Homola, 2006]. La sensibilité des 3 autres 
métaux les plus employés en SPR, soit l’argent, le cuivre et l’aluminium a donc été évaluée 
par modélisation à partir des paramètres diélectriques obtenus de la littérature. L’intensité du 
champ électrique en surface (Ip/Io) a aussi été comparée pour les deux longueurs d’onde 
d’intérêt. La figure 3.1 illustre la comparaison de ces paramètres.
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Figure 3.1 : (a) Modélisation d’un scan d’indice effectif pour un analyte d’indice de réfraction 
de 1.33 pour un substrat de 25nm Au, 45nm Ag, 15nm Al ou 25nm Cu à une longueur d’onde 
d’excitation de 532nm et (b) pour 48nm Au, 50nm Ag, 12nm Al ou 45nm Cu à une longueur 
d’onde d’excitation de 635nm. (c) Sensibilité modélisée pour chaque métal dans les mêmes 
conditions, (d) Intensité maximale du champ électrique en surface modélisée (Ip/Io) pour 
chaque métal dans les mêmes conditions à 532nm et 635nm.
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Comme discuté au chapitre 2, de façon à obtenir un bon compromis entre l’intensité du champ 
électrique et la sensibilité, on sélectionne l’épaisseur métallique permettant d’obtenir une 
réflectance nulle à l’indice effectif de couplage. On remarque d’abord sur la figure 3.1a-b que 
chaque métal présente un indice effectif de couplage différent, ce qui se traduit par une 
profondeur de pénétration du champ évanescent différente dans 1’analyte. Au niveau de la 
sensibilité, l’argent et l’aluminium sont les métaux démontrant la plus grande sensibilité aux 
deux longueurs d ’onde d’intérêt (Fig.3.1c). Pour l’intensité du champ électrique, l’argent 
présente une intensité supérieure à celle des autres métaux (Fig.3.1d). L’argent a donc été 
sélectionné comme métal pour le substrat SPR puisqu’il démontre à la fois une bonne 
sensibilité SPR et une forte intensité du champ évanescent en surface. L ’aluminium pourrait 
aussi être employé comme alternative à l’argent, puisqu’il présente aussi des caractéristiques 
intéressantes aux longueurs d’onde sélectionnées.
3.1.3 Choix de la couche d ’accroche
Pour adhérer sur le verre, les métaux nobles comme l’argent nécessitent une couche 
promotrice d’adhésion [Ekgasit et al., 2005]. Les couches promotrices typiquement employées 
pour l’adhésion d ’un métal sur le verre sont le chrome, le nickel et le titane, dû à leur facilité à 
former un oxyde et donc un ancrage solide sur la surface de verre. Cependant, l’ajout d’une 
couche promotrice d’adhésion a un impact sur le couplage SPR en diminuant la sensibilité et 
l’intensité du champ électrique en surface [Aouani et al., 2009]. En effet, l’indice de réfraction 
de ces métaux présente une partie imaginaire importante, résultant en une absorption non- 
négligeable et diminuant donc l’efficacité de couplage entre la source d’excitation et le mode 
plasmonique. L’impact de chacune des 3 couches sur la sensibilité SPR a donc été modélisé et 
la qualité de l’adhésion a été testée expérimentalement. La figure 3.2 montre la comparaison 
de sensibilité et de l’intensité du champ électrique modélisées pour chaque couche d’accroche.
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Figure 3.2 : (a) Comparaison de la sensibilité SPR modélisée pour une couche promotrice 
d’adhésion de 3nm Cr, 3nm Ni ou 3nm Ti pour 45nm Ag à une longueur d ’onde d ’excitation 
de 532nm et 50nm Ag à une excitation de 635nm, comparée à l’argent sans couche 
promotrice, (b) Intensité maximale du champ électrique modélisée (Ip/Io) dans les mêmes 
conditions. L’épaisseur d’argent a été sélectionnée de façon à obtenir une valeur de réflectance 
nulle à l’indice effectif de couplage.
On observe d’abord que l’ajout d’une couche d ’accroche métallique affecte peu la sensibilité 
aux deux longueurs d’onde, mais que le nickel cause la plus faible diminution de sensibilité. 
L’intensité du champ électrique diminue avec l’ajout d’une couche d’accroche à cause de 
l’absorption, mais le choix du métal démontre peu d’impact. À noter que les paramètres 
expérimentaux peuvent différer fortement des paramètres théoriques pour les couches minces 
et les couches s’oxydant facilement, ce qui est le cas pour les métaux d’accroche. Les résultats 
de modélisation de ces couches doivent donc être considérés avec ces limitations en tête et 
nécessitent une validation expérimentale.
Au niveau de l’évaluation expérimentale de l’adhésion, une inspection de la qualité de 
substrats de 3nm Cr, 3nm Ni ou 3nm Ti avec 40nm Ag après une immersion dans un tampon 
physiologique salin PBS pendant 24h ou dans une solution de NaCl 4M pendant lh  a été 
effectuée. Les couches métalliques des échantillons 3nm Ti / 40nm Ag décollaient rapidement 
pour les 2 solutions. Les échantillons de 3nm Cr / 40nm Ag démontraient des traces 
d’oxydation de l’argent, avec décollement des couches métalliques par endroit. Finalement, les 
échantillons 3nm Ni / 40nm Ag démontraient des traces d’oxydation de l’argent, mais sans 
décollement des couches métalliques. Puisque le critère principal était la bonne adhésion de 
l’argent sur le verre, la couche promotrice choisie a été le nickel puisqu’il permet la meilleure 
adhésion, tout en n’affectant que très peu la sensibilité et l’intensité du champ électrique.
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3.1.4 Stabilité et biocompatibilité de l’argent
Puisque l’argent n’est pas chimiquement stable dans les solutions salines comme les tampons 
typiquement utilisés pour les études cellulaires [Zhu et al., 2002] et qu’il présente un effet de 
cytotoxicité important [Foldbjerg et a l, 2011], il est nécessaire de le passiver par l’ajout d’une 
couche additionnelle déposée en surface. Comme le démontre les travaux de [Ong et al.,
2006], il est possible de stabiliser les couches minces d’argent par un dépôt d’au moins 5nm 
d’or. Cette couche de passivation de 5nm d’or stabilise effectivement le dépôt métallique 
d’argent, comme le montre la figure 3.3, comparant la dérive de l’argent avec et sans 
passivation en immersion dans une solution saline tamponnée de PBS.
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Figure 3.3 : (a) Comparaison des scans angulaires mesurés d’un substrat de 3nm Cr / 48nm Ag 
suite à l’immersion dans une solution de PBS pendant lh. (b) Comparaison des scans d’un 
substrat de 3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au dans les mêmes conditions.
On remarque une forte dérive lorsqu’un substrat d’argent non passivé est immergé dans une 
solution de PBS, causée par une dégradation de la surface métallique (Fig.3.3a). Pour un 
échantillon d’argent passivé par 5nm d’or, aucune dérive significative n’est observée, comme 
le montre la superposition complète des scans angulaires (Fig.3.3b). On voit aussi que l’ajout 
d’une couche d’or a cependant pour effet d’élargir le minimum de couplage SPR, à cause de 
l’absorption plus élevée. La réponse SPR est maintenant située entre la réponse de l’or et celle 
de l’argent.
De plus, l’ajout d’une couche de 5nm d ’or permet de rendre la surface compatible pour la 
culture cellulaire, comme le montre la figure 3.4.
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Figure 3.4 : Cellules HEK 293 sur (a) substrat d’argent sans passivation et sur (b) substrat 
d’argent passivé par 5nm d ’or observées par microscopie à contraste de phase. La transition 
sur l’image de droite montre l’interface verre -  métal et indique que les cellules ne montrent 
aucune préférence entre la surface de verre et le métal passivé. La poly-L-lysine a été 
employée comme promoteur d’adhésion cellulaire et la barre d’échelle représente 50pm.
Lorsqu’on observe une couche cellulaire cultivée sur substrat d’argent non passivé (Fig.3.4a), 
on ne remarque que très peu de cellules vivantes démontrant une morphologie caractéristique 
de cellules saines4. Les cellules adhérées ont plutôt une forme arrondie, dû au caractère 
cytotoxique du substrat d’argent. Lorsque la couche cellulaire est cultivée sur substrat d’argent 
passivé par une couche de 5nm d’or (Fig.3.4b), on remarque que les cellules sont bien 
adhérées, avec une morphologie caractéristique de cellules saines. La transition entre le verre 
(Fig.3.4b, section claire) et le métal passivé (Fig.3.4b, section foncée) montre que les cellules 
n’ont aucune préférence, indiquant donc que la surface d’argent passivée n’est pas plus 
toxique que le verre. On peut donc dire que le substrat d’argent passivé est biocompatible pour 
notre application, puisqu’il n’entrave pas la formation sur sa surface d’une monocouche 
cellulaire.
3.1.5 Caractéristiques finales
Pour une excitation SPR à 532nm et 635nm, l’échantillon final tel que décrit précédemment 
possède une profondeur de pénétration du champ évanescent dans 1’analyte estimée à 133nm 
et 190nm, respectivement. La figure 3.5 compare la sensibilité du substrat final avec les 
configurations modélisées à la section 3.1.2.
4 Une morphologie cellulaire caractéristique de cellules saines pour le type de cellule présenté, HEK 293, consiste 
en une forme cellulaire allongée. Les cellules de forme globulaire adhèrent mal sur le substrat, ce qui peut être un 
indicateur d’une cellule morte.
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Figure 3.5 : Sensibilité modélisée et mesurée expérimentalement à une longueur d’onde 
d’excitation de 532nm ou 635nm (N=7 et N=3, respectivement) pour un substrat de 3nm Ni / 
30nm Ag / 5nm Au. Pour fins de comparaison, la sensibilité modélisée de l’or, l’argent et 
l’aluminium y est aussi reportée (25nm Au, 45nm Ag et 15nm Al à 532nm; 48nm Au, 50nm 
Ag et 12nm Al à 635nm).
On remarque d’abord que le substrat Ag-Au mesuré présente une sensibilité considérablement 
inférieure au substrat d’argent initial. Ceci peut être attribué à l’absorption dans la couche de 
passivation d’or, ce qui diminue substantiellement la sensibilité. On pourrait en conclure dans 
ces conditions que l’aluminium est un meilleur choix que l’argent. Cependant, il serait d’abord 
nécessaire d’évaluer la stabilité et la biocompatibilité d’une couche mince d’aluminium. Si ces 
caractéristiques ne sont pas adéquates, une méthode de passivation serait nécessaire, 
diminuant aussi ses caractéristiques. Le résultat présenté à la figure 3.5 met donc en garde 
contre les conclusions expérimentales hâtives obtenues de la modélisation.
Finalement, on remarque que la sensibilité mesurée expérimentalement pour l’excitation à 
635nm dépasse la sensibilité modélisée. Les modélisations ont été réalisées à partir de valeurs 
théoriques de l’indice de réfraction des métaux prises de la littérature et détaillées dans la 
section Matériel et méthodes à l’annexe A. Cependant, l’indice de réfraction des couches 
minces métalliques dépend largement des méthodes et des conditions de dépôts de même que 
des surfaces. Dans ce cas-ci, le modèle pourrait surestimer l’absorption du substrat d’argent 
passivé à une excitation de 635nm, sous-estimant donc la sensibilité, ce qui explique la 
différence entre la sensibilité modélisée et mesurée.
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3.2 Substrat à pénétration plus grande - Plasmon à longue portée
Comme vu au chapitre 2, il est possible de changer la structure de l’échantillon afin d’obtenir 
un mode de surface à indice effectif de couplage différent. Par exemple, l’ajout d’une couche 
diélectrique sous la couche métallique permet de modifier les conditions de couplage au 
plasmon sous le métal (Fig.2.19). Si le diélectrique possède un indice de réfraction similaire à 
celui de 1’analyte, les deux plasmons de surface ont le même indice effectif. Il y a donc 
couplage entre les 2 plasmons, ce qui se traduit par l’apparition d ’un mode à propagation plus 
longue le long de l’interface, d’indice effectif plus faible, qu’on appelle plasmon à longue 
portée (LRSP). Par le fait même, le confinement du mode diminue, ce qui augmente la 
sensibilité volumique.
Un substrat LRSP avec argent passivé a donc été développé pour maximiser la sensibilité à 
une réponse cellulaire. L ’analyte visé pour l’application finale étant des cellules dans un 
milieu de culture, qui possèdent un indice de réfraction similaire à celui de l’eau, il a donc été 
nécessaire d ’employer un polymère à très faible indice de réfraction pour générer la symétrie 
nécessaire. La couche de diélectrique sous le métal a été réalisée par étalement avec du téflon 
amorphe (Téflon AF1600), d’indice de réfraction 1.308 à 635nm. Pour des fins de 
comparaison de la sensibilité, les échantillons LRSP ont été optimisés pour une longueur 
d’onde de 635nm.
3.2.1 Fabrication des substrats LRSP
Puisque le téflon amorphe n’adhère pas sur le verre, le fabricant suggère de fonctionnaliser la 
surface de verre avec un fluorosilane. Le protocole de fluorosilanisation suivant a donc été 
adapté de [Dostâlek et al., 2007]. Les lames de verre préalablement nettoyées sont immergées 
dans une solution de lH,lH,2H,2H-Perfluorodecyltrichlorosilane 2% dilué dans l’Opticlear 
(d-limonène) pendant 5min, ensuite rincées à l’Opticlear et l’isopropanol puis séchées sous jet 
d’azote. Le fluorosilane employé étant très réactif à l’eau, l’ensemble du processus de 
silanisation doit être réalisé sous atmosphère d’azote pour s’assurer de la qualité de la 
fonctionnalisation et éviter la dégradation de la solution.
Le protocole d’étalement de téflon amorphe et de dépôt métallique sur la couche de téflon a 
été adapté de [Vala et al., 2009]. Les lames de verre silanisées sont déshydratées sur plaque à
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125°C pendant 20min, puis directement posées sur l’étaleuse pour minimiser l’humidité entre 
le téflon et le fluorosilane. Les échantillons sont ensuite laissés au repos lh afin de permettre 
au solvant de s’évaporer lentement et ainsi éviter les bulles sur l’échantillon, puis recuits lh  à 
160°C. Pour le dépôt métallique, les échantillons sont placés dans l’enceinte de dépôt. La 
température est montée à 150°C sur lh et le dépôt est réalisé. Les échantillons sont enfin 
laissés pendant au moins 5h sous azote afin de permettre un refroidissement graduel jusqu’à 
température pièce.
En effectuant un dépôt métallique sur substrat chauffé, il est possible de faire adhérer l’argent 
directement au téflon, sans recourir à une couche promotrice. Comme discuté à la section 
3.1.3, l’emploi d’une couche promotrice d’adhésion comme le nickel augmente l’absorption. 
Pour une configuration LRSP, ceci a pour effet de diminuer fortement le couplage entre les 
deux plasmons. Cette méthode de dépôt permet par conséquent de maximiser la sensibilité du 
dispositif LRSP final. Le protocole détaillé de fabrication des substrats LRSP peut être 
retrouvé à l’annexe A. La figure 3.6 illustre la configuration du substrat LRSP.
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Figure 3.6 : Empilement des couches du substrat LRSP.
3.2.2 Optimisation des épaisseurs de métal et téflon
Les deux paramètres à optimiser pour maximiser la sensibilité d’un substrat LRSP sont 
l’épaisseur du métal et du téflon. La figure 3.7 illustre l’impact de ces deux paramètres sur un 
scan d’indice effectif et sur la sensibilité SPR.
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Figure 3.7 : (a) Modélisation des scans d ’indice effectif SPR pour une variation de l’épaisseur 
d’argent par incrément de 5nm d’un substrat 850nm téflon / 15nm à 50nm Ag / 5nm Au pour 
un analyte d’indice de réfraction de 1.33 à une longueur d’onde d’excitation de 635nm. (b) 
Modélisation dès scans d’indice effectif SPR pour une variation de l’épaisseur de téflon par 
incrément de lOOnm pour un substrat 750nm à 1150nm téflon / 25nm Ag / 5nm Au et un 
analyte d’indice de réfraction de 1.33 à une longueur d’onde d’excitation de 635nm.
On remarque donc que l’épaisseur métallique permet de sélectionner l’indice effectif du mode 
LRSP, ce qui donne la profondeur de pénétration du champ évanescent et la sensibilité 
volumique. L’épaisseur de téflon vient ensuite déterminer l’efficacité de couplage entre la 
source d’excitation et le mode LRSP. Donc, pour chaque épaisseur de métal, il existe une 
épaisseur de téflon optimale pour maximiser la sensibilité, où la réflectance au minimum 
approche une valeur de zéro. La figure 3.8 montre une modélisation de l’épaisseur optimale de 
téflon et des scans d’indice effectif d’un substrat LRSP en fonction de l’épaisseur de métal 
sélectionnée :
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Figure 3.8 : (a) Épaisseur optimale de téflon permettant d’obtenir une réflectance nulle au 
minimum en fonction de l’épaisseur d’argent sélectionnée. Modélisation des scans d’indice 
effectif pour des analytes d’indice de réfraction entre 1.33 et 1.36 d’un substrat LRSP (b) 
850nm téflon / 15nm Ag / 5nm Au, (c) 650nm téflon / 32nm Ag / 5nm Au et (d) 500nm téflon 
/ 50nm Ag / 5nm Au.
On observe que la largeur des minimums de couplage est beaucoup plus fine pour les 
épaisseurs d’argent plus faibles. Cependant, la plage dynamique de l’échantillon est dans ce 
cas plus faible, puisque le couplage disparaît pour les indices de réfraction élevés. Comme nos 
résultats antérieurs obtenus en SPR sur cellules placent l’indice de réfraction moyen d’une 
monocouche cellulaire dans le champ évanescent entre 1.33 et 1.36, dépendamment de la 
confluence de la couche, l’échantillon LRSP devrait permettre de mesurer des variations 
d’indice de réfraction situé dans cet intervalle. Une figure de mérite pour cette plage 
dynamique a donc été définie, soit la valeur de réflectance au minimum pour l’indice de 
réfraction d’analyte le plus élevé («=1.36). La sensibilité et la plage dynamique en fonction de 
l’épaisseur d’argent sont donc présentées à la figure 3.9.
52 SUBSTRATS
700
600
2.400
S
1  300
«  200
100
45
Épaisseur d'argent (nm)
(b)
<Dë
S  0.8 % Mode
inexistant
•g 0.6
E
E
I  0.4
3
|  0.2 R)>
Épaisseur d’argent (nm)
Figure 3.9 : (a) Sensibilité modélisée en fonction de l’épaisseur d’argent d’un substrat LRSP. 
(b) Figure de mérite pour l’évaluation de la plage dynamique, soit la valeur au minimum de 
réflectance pour un indice de réfraction d’analyte n=1.36 en fonction de l’épaisseur d’argent. 
Les cercles indiquent la valeur finale d’argent sélectionnée, 32nm.
On observe que la sensibilité est effectivement plus élevée pour les épaisseurs faibles, mais la 
figure de mérite pour la plage dynamique montre que le couplage pour un indice de réfraction 
n=1.36 n’est possible que pour une épaisseur d’argent supérieure à 24nm. De façon à obtenir 
une bonne sensibilité et une plage dynamique adéquate malgré les variations expérimentales, 
l’épaisseur métallique a été sélectionnée à 32nm Ag / 5nm Au avec une épaisseur de téflon de 
650nm. L’échantillon LRSP final avait donc un indice effectif de mode à 1.352 donnant une 
profondeur de pénétration du champ électrique estimée à 413nm avec une sensibilité mesurée 
(dR/dn) de 121+1 (N=3) pour un analyte d’indice de réfraction 1.33.
3.3 Substrat à pénétration plus grande - MCWG
Une seconde configuration pour diminuer l’indice effectif du mode et augmenter la profondeur 
de pénétration dans l’analyte consiste à placer une couche diélectrique sur le dessus du métal, 
formant un guide d’onde avec comme gaines l’analyte d’un côté et la couche métallique de 
l’autre. L’indice de réfraction et l’épaisseur de la résine permettent de déterminer les 
paramètres du guide d ’onde. Comme discuté au chapitre 2, on appelle ce type de structure un 
guide d’onde à gaine métallique (MCWG). Le diélectrique choisi pour former le cœur du 
guide a été la résine KMPR pour sa stabilité et sa biocompatibilité [Convert et a l,  2012].
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3.3.1 Fabrication des substrats MCWG
Sur un substrat SPR tel que décrit précédemment (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au), la résine a 
été étalée selon un protocole standard, détaillé à l’annexe A. Brièvement, un substrat métallisé 
est déshydraté sur plaque chauffante à 100°C pendant 15min, puis l’étalement de résine 
KMPR 1005 25% dans du solvant Nano SU-8 2000 est réalisé. L’échantillon est ensuite recuit 
à 100°C sur plaque 1min pour évaporer le solvant. Une exposition UV de 15mW/cm2 pendant 
60s permet de polymériser la résine. Si nécessaire, un patron d’exposition peut être développé 
par l’immersion pendant 20s dans du développeur MF-319 10% dans l’eau. Finalement, 
l’échantillon est recuit en étuve pendant 3h pour compléter la polymérisation de la résine et 
stabiliser l’échantillon. Ce protocole a été adapté des travaux de Dr. Laurence Convert du 
groupe de biophotonique de l’Université de Sherbrooke [Convert et a i, 2012]. La figure 3.10 
illustre la configuration du substrat MCWG.
5nm Au 
30nm Ag 
3nm Cr
Figure 3.10 : Empilement des couches du substrat MCWG.
Une calibration des épaisseurs de résine en fonction de la vitesse d’étalement a permis 
d’obtenir de façon reproductible un substrat MCWG employable aux deux longueurs d’onde 
d’intérêt. Pour fin de comparaison de sensibilité avec les LRSP, un substrat MCWG a été 
optimisé pour une longueur d’onde d’excitation de 635nm en sélectionnant le seul paramètre 
modifiable pour le substrat MCWG à base de résine KMPR, soit l’épaisseur de résine étalée. 
De façon à conserver la même polarisation que pour les autres configurations, le mode 
transverse magnétique du MCWG a été sélectionné5. L’indice effectif du mode MCWG et la 
sensibilité volumique en fonction de l’épaisseur de résine sont présentés à la figure 3.11.
KMPR
Verre
5 II est à noter que compte tenu de l’orientation d’un fluorophore dans le champ évanescent, l ’excitation de 
fluorescence n’est pas équivalente entre les modes TM et TE. D pourrait donc être intéressant de comparer ces 
deux types de mode au niveau de leur efficacité d’excitation de fluorescence cellulaire.
54 SUBSTRATS
300
1.44
250
1.42
x>
1  150
p1.38
v 1001.36
1.34
1.32
) 400
Ipaisseur de KMPR (nm)
450 500 350 400
Épaisseur de KMPR (nm)
450 500 550300
Figure 3.11 : (a) Modélisation de l’indice effectif du mode TM pour un substrat MCWG en 
fonction de l’épaisseur de KMPR pour un substrat de 3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au / KMPR à 
une excitation à 635nm. (b) Sensibilité modélisée dans les mêmes conditions.
Similaire au substrat LRSP, on voit que la sensibilité est supérieure pour les épaisseurs de 
résine plus faible, puisque l’indice effectif du mode diminue et par conséquent la profondeur 
de pénétration dans l’analyte augmente. Une épaisseur de KMPR de 345nm a donc été 
sélectionnée de sorte à obtenir un substrat MCWG d’indice effectif comparable avec le 
substrat LRSP. L’échantillon final avait donc une profondeur de pénétration estimée à 403nm 
et une sensibilité mesurée (dR/dn) de 102+4 (N=3).
3.4 Comparaison du LRSP et du MCWG
En résumé, la figure 3.12 compare les performances pour une excitation à 635nm des substrats 
SPR standard, LRSP et MCWG décrits précédemment au niveau de la sensibilité volumique.
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Figure 3.12 : Comparaison des sensibilités modélisées et mesurées expérimentalement (N=3) 
pour un substrat SPR standard (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au), un substrat LRSP (650nm 
téflon / 30nm Ag / 5nm Au) et un substrat MCWG (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au / 345nm 
KMPR) pour une longueur d’onde d’excitation de 635nm et un indice de réfraction d’analyte 
de 1.33.
On remarque que la sensibilité du substrat LRSP est la plus grande, suivie par le substrat 
MCWG. On voit une nette amélioration par rapport à la sensibilité du substrat SPR standard, 
liée à l’augmentation de la profondeur de pénétration dans 1’analyte. Cette pénétration plus 
profonde du champ évanescent est bien adaptée pour l’étude d ’analytes de grande taille, 
comme une couche cellulaire.
3.5 Discussion
3.5.1 Optimisation du substrat Ni /  Ag /  Au
La majorité des systèmes SPR commerciaux emploient l’or comme métal pour les substrats 
SPR dû à sa bonne sensibilité et sa stabilité. Comme discuté précédemment, les performances 
de l’or pour la mesure SPR aux longueurs d’onde plus faibles diminuent fortement avec 
l’augmentation de son absorption. Une comparaison du dispositif final avec les sensibilités 
modélisées (Fig.3.5) indique que le substrat 3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au démontre une 
sensibilité 218% supérieure à la sensibilité de l’or pour une excitation à 532nm, et une 
sensibilité 137% supérieure pour une excitation à 635nm. À noter que la différence entre la 
sensibilité mesurée expérimentalement et la sensibilité modélisée peut être attribuée à des 
variations entre l’indice de réfraction des métaux et les valeurs obtenues de la littérature, 
associées aux conditions de dépôts.
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3.5.2 Stabilité et biocompatibilité du substrat
Comme le montre la figure 3.3a, un substrat d’argent non passivé voit sa réponse SPR 
dégradée suite à une immersion dans une solution saline. La dérive de réponse SPR du substrat 
peut être analysée en deux parties, soit une augmentation de l’angle de couplage et un 
changement de l’intensité mesurée au minimum. L’augmentation de l’angle de couplage peut 
être attribuée à l’oxydation du métal, qui forme donc une couche plus épaisse en surface, ce 
qui augmente l’indice de réfraction mesuré dans le champ évanescent. Le changement de 
l’intensité au minimum peut être associé à un changement de l’absorption et une diminution de 
l’épaisseur d’argent due à son oxydation. Au même titre que l’oxydation, l’argent peut réagir 
avec le soufre pour former un sulfure d’argent, dégradant ses propriétés optiques. L’ajout 
d’une mince couche d’or de 5nm au-dessus de la couche d’argent permet de stabiliser 
l’échantillon contre l’oxydation. Comme le démontre la figure 3.3b, l’immersion du substrat 
passivé dans une solution saline n’affecte pas de façon significative sa réponse SPR, puisqu’il 
n’y a ni changement de l’angle de couplage, ni variation de l’intensité au minimum. De plus, 
cette couche est adéquate pour isoler de l’argent une couche cellulaire en croissance sur le 
substrat, le rendant ainsi biocompatible comme l’indique la Fig.3.4.
3.5.3 Optimisation des substrats LRSP et MCWG
Comme l’indique la figure 3.7, les paramètres d’un substrat LRSP sont principalement dictés 
par l’épaisseur du métal sélectionnée. Le design d’un substrat adapté nécessite donc de poser 
des conditions d’utilisation. Plus l’épaisseur métallique est diminuée, plus on rapproche le 
mode plasmon de l’indice de réfraction de l’analyte. Comme le contraste d’indice entre la 
gaine (1’analyte) et le mode guidé (le plasmon LRSP) diminue, la profondeur de pénétration 
du champ électrique augmente. On note aussi une amélioration de la sensibilité volumique 
(Fig.3.9a). Cependant, la résonance du mode devient très étroite et une faible variation d’un 
paramètre, comme l’épaisseur ou l’indice de réfraction du téflon et des métaux, de même 
qu’un analyte d ’indice de réfraction trop élevé, affectent substantiellement le mode LRSP, 
jusqu’à potentiellement le voir disparaître comme pour les forts indices de réfraction d’analyte 
à la figure 3.8b. Il est donc nécessaire de sélectionner une épaisseur de métal plus grande, 
garantissant une plage dynamique adéquate et permettant une variation acceptable des 
paramètres de fabrication. L’échantillon final à 650nm téflon / 32nm Ag / 5nm Au permettait
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donc d’obtenir une sensibilité volumique 324% plus élevée qu’un échantillon d’or 
typiquement employé en SPR excité à 635nm, tout en garantissant une plage dynamique 
suffisante pour mesurer des variations d’indice de réfraction de l’analyte entre 1.33 et 1.36, 
associés à la réponse d’une monocouche cellulaire.
Le design d’un substrat MCWG à base de résine KMPR est plus simple, puisque seule 
l’épaisseur de résine employée vient affecter les caractéristiques du substrat. De façon 
similaire au substrat LRSP, sélectionner un indice effectif de guide très près de l’indice de 
réfraction de 1’analyte augmente la sensibilité et la profondeur de pénétration, au risque de 
voir disparaître le mode pour une variation des conditions de fabrication. Le substrat conçu de 
3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au / 350nm KMPR démontrait une sensibilité 273% supérieure à la 
sensibilité SPR de l’or lorsqu’excité à 635nm, tout en conservant une plage dynamique 
adéquate pour la mesure de réponses cellulaires.
3.5.4 Discussion des performances LRSP et MCWG
Les échantillons LRSP réalisés à l’aide du téflon amorphe démontraient une faible 
reproductibilité. Puisque la température visée se situait très près de la transition vitreuse du 
téflon AF, une légère variation de la température pendant l’étape de dépôt métallique modifiait 
drastiquement l’épaisseur de téflon finale de l’échantillon, affectant ainsi l’indice effectif du 
mode LRSP et sa sensibilité. Améliorer la reproductibilité des dépôts sur téflon nécessiterait 
de modifier l’évaporateur afin de mieux contrôler les rampes de température. En contrepartie, 
la fabrication de substrats MCWG était très reproductible, puisque le métal est directement 
déposé sur le verre et que le diélectrique est ensuite déposé selon des méthodes d’étalement 
très robustes. De plus, la résine KMPR peut être développée sélectivement selon un procédé 
standard de photolithographie, ce qui est impossible pour le téflon amorphe. La comparaison 
des sensibilités à la figure 3.12 indique une sensibilité supérieure pour les substrats LRSP par 
rapport aux substrats MCWG. En tenant compte de toutes ces caractéristiques et malgré cette 
sensibilité légèrement inférieure, les substrats MCWG ont été choisis pour l’application finale 
de microscopie SPR.
Un point important à considérer lors d’une comparaison des performances entre LRSP et 
MCWG est la fonctionnalisation de surface. La couche supérieure du substrat LRSP est un
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métal, ce qui permet l’emploi des techniques de fonctionnalisation usuelles basées sur des 
thiols. Cependant, la couche supérieure du substrat MCWG est un polymère, dont la 
fonctionnalisation est moins bien connue. Puisque les promoteurs d’adhésion cellulaire 
employés lors de cette étude sont adsorbés de façon non spécifique, l’emploi d’une couche de 
polymère n’est pas un désavantage. Pour des études de fonctionnalisation spécifique de la 
surface, le substrat LRSP pourrait être plus approprié.
3.5.5 Contributions originales
En résumé, voici les contributions originales présentées au cours de ce chapitre :
Optimisation d’un substrat SPR pour l’emploi à une longueur d’onde de 532nm
Validation de la stabilité à long terme et de la biocompatibilité des substrats à base 
d’argent passivé par une mince couche d’or
Établissement d’un protocole de fabrication des substrats LRSP et MCWG à base 
d’argent, de même qu’une comparaison des performances modélisées et 
expérimentales
3.6 Conclusions
Un substrat SPR basé sur l’argent a pu être optimisé et fabriqué, permettant son utilisation 
pour la mesure de réponses cellulaires. La biocompatibilité et la stabilité du substrat ont été 
confirmées et sa sensibilité évaluée aux deux longueurs d’onde d’intérêt. Deux techniques 
d’augmentation de la profondeur de pénétration du champ évanescent et d’amélioration de la 
sensibilité SPR ont été évaluées expérimentalement, soit l’emploi de plasmons à longue portée 
ou d’un guide d’onde à gaine métallique. Dû à sa facilité de fabrication, sa reproductibilité et 
de ses possibilités de lithographie, le MCWG a été sélectionné comme substrat final pour 
l’emploi en microscopie SPR.
Les substrats à grande profondeur de pénétration ont ensuite été évalués au niveau de leur 
sensibilité pour une application cellulaire. Le chapitre 4 qui suit démontre donc une 
application de substrats à plus grande profondeur de pénétration dans 1’analyte, dans ce cas-ci 
des substrats LRSP, pour améliorer la sensibilité de mesure de réponses de cellules vivantes
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suite à la stimulation par une toxine. Dans ce chapitre, je discute de plus des inconvénients liés 
à l’emploi d’un substrat à longue profondeur de pénétration pour l’étude cellulaire, notamment 
au niveau des pertes liées à la diffusion du champ évanescent.

CHAPITRE 4 OPTIMISATION DE LA 
SENSIBILITÉ EN DÉTECTION CELLULAIRE 
PAR PLASMONS À LONGUE PORTÉE
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Version présentée : La version présentée dans cette thèse diffère de la version publiée. La 
figure 5 du manuscrit (Fig.4.5 de la thèse) a été modifiée de façon à mieux mettre en évidence 
les changements de morphologie cellulaires observés.
Contribution au manuscrit :
Cette publication présente l’application cellulaire des substrats présentés au chapitre 3. Elle 
démontre que les substrats SPR d’argent passivé et les substrats à résonance de plasmons de 
surface à longue portée (LRSPR) peuvent être employés pour mesurer des réponses cellulaires 
avec une bonne sensibilité. La stimulation cellulaire choisie à titre d’exemple pour 
l’application est une toxine bactérienne, mais les résultats de cet article peuvent être 
applicables pour toute réponse cellulaire causant une réorganisation morphologique.
Originalité des travaux :
Ces travaux présentent la première application des substrats plasmons à longue portée pour 
maximiser la sensibilité de détection des réponses cellulaires. Les modélisations de même que 
les résultats sur cibles synthétiques et cellules de cette étude démontrent que contrairement 
aux études traditionnelles basées sur la SPR, la couche cellulaire sur substrat LRSP doit être 
considérée comme un analyte d’indice complexe afin d ’optimiser la sensibilité du système.
Contributions respectives des auteurs :
J’ai fabriqué les substrats employés au cours de cette étude et réalisé les mesures LRSPR et 
SPR. Yannick Miron a réalisé la culture cellulaire et aidé à l’analyse des résultats au niveau 
pharmacologique. Les professeurs Michel Grandbois et Paul Charette ont supervisé la 
direction des travaux. Le manuscrit a été révisé par l’ensemble des auteurs avant sa 
soumission pour publication.
Résumé français :
La résonance des plasmons de surface à longue portée (LRSPR) a été employée pour 
améliorer la sensibilité pour des études de biodétection de toxicité sur cellules vivantes. Par 
rapport à la SPR traditionnelle, la LRSPR démontre une plus grande profondeur de pénétration 
dans F analyte et une sensibilité supérieure à la diffusion du champ évanescent. Pour ces 
raisons, la LRSPR montre une sensibilité améliorée pour les mesures de redistribution du 
contenu moléculaire associées à des réorganisations morphologiques des cellules. La
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sensibilité de la LRSPR et de la SPR pour des variations des composantes réelle et imaginaire 
de l’indice de réfraction a été évaluée en employant des huiles d’indice calibré et des solutions 
de billes de polystyrène, respectivement.
Une augmentation de réflectance, de même qu’un élargissement du minimum de couplage a 
été observée pour la LRSPR suite à la diffusion du champ évanescent. Les scans angulaires 
SPR étaient peu affectés, en raison d’une profondeur de champ évanescent trop faible pour 
observer une diffusion significative. Des dilutions de bleu de méthylène dans l’eau ont permis 
d’évaluer la sensibilité aux variations d’indice de réfraction complexe. Finalement, la LRSPR 
et la SPR ont été employées pour mesurer la réponse d’une monocouche de cellules HEK 293 
suite à la stimulation à différentes concentrations d’une toxine, le lipopolysaccharide. Les 
résultats expérimentaux présentés confirment que les cellules vivantes doivent être modélisées 
par un milieu diélectrique démontrant un indice de réfraction complexe en LRSPR. De plus, la 
LRSPR démontre une sensibilité 50% supérieure à la SPR traditionnelle pour les mesures de 
toxicité sur cellules vivantes.
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4.2 Introduction
There is a wide range of applications for toxicity biosensors, notably for environmental 
studies, food quality control and medical applications. To be suitable for toxicity detection, a 
sensor should demonstrate a fast response and a high sensitivity across a broad spectrum of 
compounds. Since living cells respond readily to a range of changes in their immediate 
environment, they can be used as the sensing element at the heart of a toxicity sensor. When 
combined with surface plasmon resonance (SPR), a wide variety of compounds can be 
detected rapidly at very low concentrations [Yotter et a i,  2004].
Surface plasmons are charge density oscillations at the interface between a metal and a 
dielectric. When transverse magnetic (TM) polarized light with the appropriate wave vector is 
reflected off the back side of a thin metal film, for example using a prism in the well-known 
Kretschmann configuration, the light couples resonantly to the surface plasmons on the 
opposite side of the metal [Homola, 2006]. This resonance, which appears as a sharp dip in 
reflectance as a function of incidence angle and interrogation wavelength, generates an 
evanescent field in the dielectric medium above the metal film. When the refractive index of 
the dielectric changes within the range of the evanescent field, the resonance coupling 
conditions (incident angle/wavelength combination) change accordingly. In the most common 
configuration, the wavelength is held constant while the incidence angle is adjusted to track 
the changing coupling conditions. This resonant relationship between reflectance and 
refractive index leads to SPR’s high sensitivity to small index changes in the vicinity of the 
metal surface.
In most applications, one considers that the sensing dielectric medium has a refractive index 
that is purely real or, more rigorously, that only the real part of the possibly complex refractive 
index undergoes change during an experiment. In this case, the shape of the reflectance 
function and its minimum value attained at resonance are fairly constant over a wide range of 
coupling conditions. As a result, the reflectance function plotted against incidence angle at 
constant excitation wavelength will undergo a simple translation in response to a refractive 
index change in the dielectric. The sensor output is either the shift in the angular position of 
the reflectance minimum or the change in reflectance at a fixed angle.
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The widely accepted definition for SPR instrumentation bulk sensitivity at a particular 
wavelength is the maximum rate of change of reflectance, R, with respect to bulk change in 
refractive index, ribuik, across all possible angles of incidence, 6 [Shalabney et Abdulhalim, 
2011]:
As described above, sensitivity can be determined experimentally from the two sets of 
reflectance measurements acquired over the full range of incidence angles before and after a 
known bulk refractive index change: the maximum point-wise reflectance difference between 
the two sets divided by the index change yields the sensitivity.
Most SPR studies use gold as the metallic layer, mainly due to its ease of functionalization and 
stability [Hoa et a i, 2007]. Moreover, gold is biocompatible and allows cellular monolayer 
growth when coated with appropriate adhesion promoters. Silver shows a more sensitive SPR 
response under certain conditions, but has low chemical stability in biological solutions [Zhu 
et al., 2002] and is cytotoxic [Foldbjerg et al., 2011]. A common technique to combine the 
increased sensitivity of silver with the chemical stability of gold is to use a bimetallic 
configuration, where a fine layer of gold (~5nm) is deposited on top of a thicker silver layer 
[Ong et al., 2006]. This technique is employed in the work presented here.
In practice, all dielectric materials absorb and scatter light to some degree and their full 
refractive index is complex, where the imaginary component of the index quantifies the 
attenuation in the medium [Bohren et Huffman, 1998]. Surface plasmons generate a non- 
uniform plane wave that travels parallel to the metal/dielectric interface in the direction of 
plasmon propagation with exponentially decaying amplitude in the direction normal to the 
interface. This evanescent wave can be scattered and/or absorbed like any other 
electromagnetic wave [Chew et a l,  1979]. As a result, when the imaginary component of the 
dielectric refractive index is non-negligible (“lossy” material), the reflectance function plotted 
against incidence angle will undergo more than a simple shape-invariant translation in 
response to a change in the attenuation of the sensing medium [Ekgasit et al., 2005].
Sbulk —  m ax
(4.1)
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In standard SPR, the optimal metal thickness is set to exactly balance the internal damping 
losses in the metal (and in the dielectric if the material is lossy) with the losses due to radiation 
back into the prism, resulting in near-zero reflectance at resonance [Raether, 1988]. However, 
in the case of a lossy dielectric medium, this balance is upset when the absorption in the 
dielectric changes, leading to non-zero reflectance values at resonance and a broadening of the 
SPR curve [Ekgasit et al., 2005]. By taking advantage of this additional information, SPR 
sensing performance can be improved, as explained at the end of this section for the case of 
living cells.
With a cellular monolayer grown directly on an SPR sensing substrate, it is possible to detect 
variations in the cellular environment by tracking changes in the average refractive index of 
the monolayer caused by changes in cellular morphology [Hide et al., 2002; Yanase et al.,
2007]. Indeed, cellular responses such as contraction, spreading, cell rounding and membrane 
blebbing translate into a change in the ratio of cell/medium volume within the evanescent field 
[Chabot et al., 2009]. This in turn results in a change of the average refractive index detected 
by SPR and has been used in a wide range of cellular applications [Cuerrier et al., 2008; 
Yashunsky et al., 2009; Yanase et al., 2010; Baumgarten et Robelek, 2011; Liu et a l,  2011].
The evanescent field penetration depth into the dielectric medium is defined as the distance 
over which the amplitude of the evanescent electric field decreases to 1/e of its initial value, as 
shown in Fig. 4.1c. The penetration depth gives a good indication of the usable distance from 
the surface at which an SPR system is sensitive to changes in the dielectric (-200 nm at 
optical frequencies). Cell height, however, is in the order of several microns or more. As a 
result, most of the cell volume is outside the sensing range in the standard SPR configuration.
In order to improve the sensitivity of SPR by probing deeper into the cell body, we propose to 
use “long-range” surface plasmon resonance (LRSPR). In LRSPR, the plasmon modes on 
opposing surfaces of the metal film are coupled together via a symmetric substrate 
configuration (dielectric-metal-dielectric or metal-dielectric-metal), as shown in Fig. 4.1a. 
When the two plasmons are coupled symmetrically with respect to their magnetic fields, the 
effective index of the surface plasmon mode decreases [Homola, 2006] and as a result, the 
difference between the refractive index of the surface plasmon mode and the dielectric also 
decreases, causing the plasmon mode to be less confined in the metal layer [Berini, 2009],
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thereby extending the penetration depth of the evanescent field into the dielectric medium 
above (Fig.4.1c). Hence, compared to “standard” SPR, LRSPR shows a greater sensitivity to 
bulk refractive index variations in the dielectric medium [Berini, 2008] and has been used to 
detect thick analytes such as bacteria [Vala et al., 2009; Huang et a i, 2011]. Moreover, the 
LRSPR resonance curve plotted against incidence angle has a much sharper dip occurring at a 
lower coupling angle (Fig.4.1d).
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Figure 4.1 : (a) LRSPR substrate structure; (b) standard SPR substrate structure; (c) 
normalized (evanescent) electric field amplitude in the dielectric: circles represent the field 
“penetration depth”, where the electric field amplitude has decreased to 1/e of its initial value; 
(d) modeled reflectance as a function of angle for LRSPR and standard SPR substrates; (e) 
SPR experimental apparatus.
Due to their micrometric dimensions and non-uniform composition, cells scatter fight 
[Rohrbach, 2000; Ganic et al., 2002; Yashunsky et al., 2010]. These scattering losses translate 
into a strong modulation of the imaginary component of the sensing medium refractive index. 
As a result of the deeper penetration of the evanescent field, attenuation by the cell monolayer
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will significantly influence the reflectance response in LRSPR. In this manuscript, we 
demonstrate that the cellular response to an external stimulation observed with LRSPR must 
be modeled as a complex variation of the refractive index. We also show that LRSPR exhibits 
an increased overall sensitivity to cellular responses when compared with standard SPR.
4.3 Materials and methods
4.3.1 Numerical simulations
Coupled Fresnel equations were used to model the reflectance response from substrates with 
the following film thicknesses and associated material parameters at 635 nm obtained from the 
literature [Palik, 1985; Dostâlek et al., 2007]: 3 nm Ni (nw = 2.000 + i3.774), 32nm Ag (nAg = 
0.136 + i4.002) and 5nm Au (nAu = 0.179 + i3.067) for standard SPR substrates; 650nmTeflon 
(fiTefion = 1.308), 32nm Ag and 5nm Au for LRSPR substrates. Differences between the 
modeled and experimental responses in the plots below can be attributed to small variations in 
film thickness and material parameters inherent to the fabrication process.
4.3.2 Substrate fabrication
Standard glass microscope slides (Fisher Scientific, Canada) were used as base substrates. The 
glass slides were first cleaned in piranha solution (1 H2O2 : 3 H2SO4) to remove any 
contaminants. For standard SPR substrates, a nickel adhesion layer (3nm), silver layer (32nm) 
and gold passivation layer (5nm) were deposited subsequently without breaking vacuum 
between evaporation in an e-beam evaporator (Sloan Instruments, USA). Metal layer thickness 
was measured during deposition with a Sloan Omni III quartz microbalance. For LRSPR 
substrates, the cleaned slides were immersed in a 2% solution of perfluorodecyl trichlorosilane 
(Gelest, USA) dissolved in Opticlear (National Diagnostics, USA) for 5 minutes under 
nitrogen atmosphere then rinsed with isopropanol and dried with nitrogen. The substrates were 
then baked at 125°C for 20 minutes before spin-coating with Teflon AF1600 solution 
(Dupont, Canada). After the spin-coating process, the LRSPR substrates were dried for lh  and 
baked at 160°C for lh. Metal deposition of 32nm silver followed by 5nm gold was performed 
at 150°C without breaking vacuum and the samples were subsequently brought down to room 
temperature over 5 hours. Note that the Ni metal adhesion layer was not required for the 
LRSPR substrates and the substrates remained stable in saline solutions for several days. Both
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substrate configurations are shown in Fig. 4.1a-b. Prior to cell culture, the substrates were 
coated to promote cellular adhesion by immersion in a solution of 5pg/ml fibronectin (Sigma- 
Aldrich, USA) and 200pg/ml gelatin (BD, USA) in water for lh at room temperature.
4.3.3 SPR apparatus
A custom-built SPR apparatus was used for all experiments (Fig.4.1e). The substrates were 
placed on a BK7 coupling prism (Melles Griot, USA) with refractive index matching fluid 
(Cargille Laboratories, USA). A Teflon fluid chamber was clamped on top of the SPR 
substrates. Light from a 4 mW stabilized laser diode centered at 635 nm (Thorlabs, USA) was 
reflected off the underside of the metal film, split by a polarizing beamsplitter (Edmund 
Optics, USA) after reflection and measured with two biased photodetectors (Thorlabs, USA). 
Since the transverse electric (TE) polarization does not couple to the surface plasmons, it is 
used as a reference to remove signal dependence on laser power drift and other time- 
dependent noise sources. Angular scanning by simultaneous rotation of the laser and detectors 
was performed by rotational actuators (Thorlabs, USA). The system was controlled via a 
LabVIEW (National Instruments, USA) interface. Averaged data are shown as the mean value 
± standard error of the mean (S.E.M.).
4.3.4 Reagents
Oil solutions of calibrated refractive indices (Cargille Laboratories, USA) were used to 
measure sensitivity to purely real refractive index variations. Solutions of polystyrene beads in 
2.5% (w/v) concentration in water (Polysciences, USA) were used to measure sensitivity to 
purely imaginary refractive index variations. Dilutions of methylene blue (Fisher Scientific, 
Canada, absorption peak at 668nm) in water were used to measure sensitivity to complex 
refractive index variations. Triton X-100 detergent was purchased from MP Biomedicals, 
Canada. Milli-Q water was used for all experiments.
4.3.5 Cell culture
Human embryonic kidney-293 (HEK-293) cells (Qbiogene, USA) were maintained in 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated 
fetal bovine serum (FBS), 2mM L-glutamine, 2.5pg/ml amphotericin B, 50IU/ml penicillin 
and 50pg/ml streptomycin (Wisent, Canada) at 37°C in a 5% C02 incubator. Prior to the
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experiments, the cells were plated on SPR and LRSPR surfaces in a 60 mm Petri dish and left 
to grow. The SPR substrates were observed through phase contrast microscopy to assess 
monolayer confluence and ensure reproducibility of the measurements. Once -90% 
confluence was reached (approx. 2 days), the cell-coated surfaces were mounted on the prism 
of the SPR setup for measurement. The cell culture medium was washed once and replaced 
with HEPES-Buffered Salt Solution (HBSS) consisting of 20mM HEPES, 120mM NaCl, 
5.3mM KC1,0.8mM MgSCL, 1.8mM CaCL and 1 l.lm M  dextrose, adjusted at pH 7.4.
4.3.6 Cell toxicity assay
HEK-293 cellular response to lipopolysaccharides (LPS) was used as a toxicity model. LPS 
are involved in the inflammatory response induced by Gram-negative bacteria such as 
Escherichia coli and Salmonella and cause an important cellular response, often resulting in 
cellular death [Heumann et Roger, 2002]. Studies have shown that this agent induces 
morphological changes such as cell rounding and membrane blebbing [Aliprantis et al., 1999]. 
HEK-293 cells were stimulated with various concentrations of lipopolysaccharides (1, 5, 50 
and 500|ig/ml) from E. coli (Sigma-Aldrich, USA). Phase contrast images of the LPS-treated 
cells were taken using a Zeiss Axiovert 200 microscope with 20X magnification (Carl Zeiss, 
Canada).
4.4 Results
To compare the sensitivity of LRSPR and SPR substrates to purely real refractive index 
variations, angular scans were performed for a range of oil solutions of calibrated refractive 
indices (n = 1.33-1.355, 0.005 increments). For LRSPR substrates (Fig.4.2a), the angular 
position of the minimum undergoes a nearly pure translation in response to refractive index 
changes and a slight variation in the reflectance minimum value is observed caused by the 
increasing asymmetry of refractive indices between the dielectric (oil) and the Teflon layer. 
Similarly, for standard SPR substrates (Fig.4.2b), a pure translation of the reflectance 
minimum in response to refractive index changes is observed. Fig. 4.2c shows the measured 
and modeled average maximal reflectance difference as a function of refractive index, 
referenced to the initial value (1.33). The sensitivity (maximal reflectance difference divided 
by the index change) is the slope of the curve. Bulk sensitivity is greater for LRSPR, as 
expected (dR/dn =121 R IU 1 for LRSPR, 51 R IU 1 for SPR).
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Figure 4.2 : Experimentally measured angular scans for oil solutions with refractive indices 
ranging from n = 1.33 to 1.355 by 0.005 increments for LRSPR (a) and SPR (b) substrates; (c) 
modeled and measured average (n = 3) sensitivities (slope) for both substrate types. Sensitivity 
is determined from the maximum point-wise reflectance difference between the two angular 
scans divided by the refractive index change (Equation 4.1). Standard error from the mean for 
SPR lies within the markers.
To compare the sensitivity of LRSPR and SPR substrates to variations in the imaginary 
component alone of the refractive index (attenuation), solutions of polystyrene beads of 
different diameters (1, 2 and 10 pm) in water were used to induce particle size-dependent 
attenuation by scattering of the evanescent field [Chew et al., 1979]. This attenuation induces 
a strong modulation of the imaginary part of the refractive index, resulting in a variation in the 
minimum reflectance value and broadening of the curve for LRSPR (Fig.4.3a). Interestingly, 
for standard SPR (Fig.4.3b), the minimum reflectance value is relatively constant for the same
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experiments. This effect is mainly due to the nature of the experimental model (polystyrene 
beads in water), however, as the penetration depth of the evanescent field for standard SPR is 
too shallow for scattering by the beads to have a significant effect. Indeed, SPR is also 
sensitive to changes in the attenuation of the dielectric, as shown in the modeling results of 
Fig. 4.3c, though to a lesser degree. Since it is very difficult to estimate the exact attenuation 
at a particular bead diameter and concentration in this experimental model, actual 
measurements of sensitivity to variations in the imaginary component of the refractive index 
are not shown. The dynamic range of imaginary component values used in the modeling 
(Fig.4.3c) covers small changes up to and including a complete loss of LRSPR response, a 
situation observed in practice in experiments with highly scattering media.
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Figure 4.3 : Experimentally measured angular scans from LRSPR (a) and SPR (b) substrates 
for polystyrene bead solutions (1, 2 and 10 pm) and water; (c) modeled sensitivities (slope) for 
LRSPR and SPR substrates to variations in the imaginary component of the refractive index 
(0-0.035, in 0.001 increments).
To compare the sensitivity of LRSPR and SPR substrates to complex refractive index 
variations, dilutions of Methylene Blue in water (0-10 mg/ml, 1 mg/ml increments) were used, 
as shown in Fig. 4.4. As expected, angular scans for 0, 5 and 10mg/ml show that the different 
concentrations induce complex refractive index variations for LRSPR and SPR substrates, 
causing both a change in the shape of the curves and a translation in the position of the 
minimum. Note that, rather than display sensitivity as a function of complex index variations 
as two separate plots (one as function of the real part of the refractive index, the other as a 
function of the imaginary part), we chose instead to show maximal reflectance differences as a 
function of Methylene Blue concentration (Fig.4.4c). As before, the slope of the curves yields 
the sensitivity. However, sensitivity is expressed here as a function of the experimental
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parameter (concentration), as opposed to an expression of instrument sensitivity alone -  i.e. 
the result that is ultimately of interest in practice. Importantly for our application, LRSPR 
substrates clearly exhibit greater sensitivity to complex index variations (max dR/dC = 0.075 
mg'1 for LRSPR, 0.038 mg'1 for SPR).
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Figure 4.4 : Typical experimentally measured angular scans for LRSPR substrates (a) and 
standard SPR substrates (b) at three Methylene Blue concentrations (0, 5 and 10mg/ml); (c) 
average (n = 3) measured sensitivities (slope) at increasing Methylene Blue concentrations of 
0mg/ml to 10mg/ml, in 1 mg/ml steps.
To evaluate the sensitivity of LRSPR and SPR in experiments with living cells, we measured 
the response of HEK-293 cells to stimulations with different concentrations of 
lipopolysaccharides (LPS) from E. coli. Fig. 4.5a-b shows results from a typical experiment 
for each substrate type after 500 pg/ml LPS stimulation. For LRSPR (Fig.4.5a), the response 
shows both a change in the shape of the SPR reflectance curve and a translation in the angular 
position of the minimum, indicating a complex refractive index variation in the dielectric. For
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SPR (Fig.4.5b), only a change in the angular position of the minimum is observed, suggesting 
sensitivity to changes in the real part of the refractive index alone. Fig. 4.5c-d shows phase 
contrast images illustrating the morphological changes due to LPS stimulation. Here again, 
sensitivity in Fig. 4.5f is shown as a function of the experimental parameter (LPS 
concentration). As with the Methylene Blue model, these results demonstrate that LRSPR has 
greater sensitivity to complex index variations compared to standard SPR (slope of the 
logarithmic fit = 0.0186 for LRSPR, 0.0118 for SPR).
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Figure 4.5 : Typical experimentally measured angular scans for LRSPR (a) and SPR (b) 
substrates with an untreated HEK-293 cell monolayer, after 30 min LPS 500pg/ml stimulation 
and after a Triton 1% wash; 20X phase contrast micrographs showing (c) untreated HEK-293 
cells, (d) after 30 min LPS 500pg/ml stimulation and (e) after Triton 1% wash, scale bars 
represent 20 pm; (f) average (n = 3-5) sensitivities (slope) after 30 min stimulation with 
increasing LPS concentrations on LRSPR and SPR substrates. The solid lines represent 
logarithmic fits with R2 values of 0.9928 for LRSPR and 0.9937 for SPR.
As a negative control, both substrate types were washed with a detergent (Triton X-100 1% in 
water) at the end of each experiment to completely remove the cellular monolayer and return
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the substrates to a bare metal surface (Fig.4.5e). As seen in Fig. 4.5a-b, the negative control 
surfaces exhibited an excellent response, demonstrating that the LPS-induced responses were 
not attributable to any degradation of the metallic substrates due to the presence of the cellular 
monolayer.
4.5 Discussion
As observed in the experiments with purely real, purely imaginary, and complex refractive 
index changes, (Figs. 4.2c, 4.3c, and 4.4c, respectively), LRSPR exhibits higher bulk 
sensitivity compared to standard SPR. This arises from the greater proportion of the 
evanescent electric field located in the sensing dielectric medium for LRSPR. These results 
also show that over the range of indices tested in the experiments, SPR sensitivity (slopes in 
Figs 4.2c, 4.3c, and 4.4c) to both real and imaginary index component changes is relatively 
constant. This is not the case for LRSPR, where sensitivity to changes in the imaginary 
component is higher for small variations in the refractive index (Fig.4.3c).
As noted above, LRSPR measurements from cellular monolayers (Fig.4.5a) show a profile 
that is typical of complex refractive index variations (translation, change in shape and 
minimum value), which implies that attenuation by scattering plays a significant role in the 
response. Scattering of light by cells results both from the micrometric dimensions of the cell 
as a whole (the cell is a scattering “particle” in itself) and from refractive index heterogeneities 
within the cell body, which range from 1.35 to 1.38 for the different cytoplasm organelles to 
as high as 1.40 for focal points [Bereiter-Hahn et al., 1979; Beuthan et al., 1996; Mourant et 
a l, 2000; Liang et a l, 2007]. Stimulation with LPS causes molecular and morphological 
changes within the cell that induce overall contraction and rounding of the cell body, as 
previously observed in phase contrast microscopy [Chabot et al., 2009]. These changes in turn 
affect: (1) the nature of the scattering by the cells as a whole; (2) the profile of the complex 
refractive index within the cells; (3) the cell/fluid volume ratio in the medium. This last effect 
is particularly important: cell rounding and contraction increases the relative proportion of 
(optically homogeneous and transparent) medium within the range of the evanescent field, 
decreasing the overall scattering losses. As a result, the LRSPR response narrows and the 
minimum at resonance decreases under LPS stimulation (Fig.4.5a), relative to the monolayer 
at rest. Conversely, SPR measurements (Fig.4.5b) for the same cell type stimulation
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experiments show a profile that is typical of purely real refractive index variations (i.e. 
translation only).
These results suggest overall that: (1) for LRSPR, cells must be modeled as complex index 
medium; (2) scattering by the cells is not significant within the range of the evanescent field in 
standard SPR.This correlates well with total internal reflection (TIR) microscopy where 
scattering is known to increase with the penetration depth of the evanescent field [Rohrbach, 
2000; Oheim, 2001]. Cellular scattering of an evanescent wave has also been previously 
reported using sensing techniques with an increased probing depth, such as asymmetric 
waveguides and infrared surface plasmon spectroscopy [Horvath et ah, 2005; Horvath et al., 
2008; Yashunsky et a i,  2010]. Therefore, because of its greater penetration depth and 
sensitivity to scattering, LRSPR is >50% more sensitive for detecting events that induce 
cellular morphology changes such as stimulation by a toxic agent, compared with standard 
SPR.
Note that since the goal of this study was to compare the sensitivity of LRSPR and SPR, both 
substrate types were fabricated with near-identical metal film structures (32nm Ag / 5nm Au, 
with the exception of the Ni adhesion layer). It is well-known, however, that optimal LRSPR 
substrates have a thinner metal film resulting in a lower effective index for the guided plasmon 
mode, further increasing the penetration depth and sensitivity [Dostâlek et al., 2007]. 
Therefore, the sensitivity estimations reported here for LRSPR are a minimum only and 
optimized LRSPR substrates are expected to perform even better for cellular measurements. 
Moreover, due to the non-linear LRSPR sensitivity to changes in the imaginary component of 
the refractive index, LRSPR is also expected to be particularly sensitive to the response of a 
cellular population achieving modest degree of confluence, such as neuronal cell lines or 
primary cell cultures.
4.6 Conclusions
In this study, we showed that living cells must be modeled as a dielectric with a complex 
refractive index to take full advantage of LRSPR sensitivity to scattering losses within the 
penetration depth of the evanescent field. LRSPR is more sensitive than SPR for detecting 
events that induce cellular morphology changes. Therefore, LRSPR is particularly well suited
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for cell studies where the objective is to detect and quantify cell adhesion, the reorganization 
of the cell cytoskeleton, the redistribution of the cell organelles, or the variation in the density 
of adhesion sites the substrate.
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CHAPITRE 5 FLUORESCENCE
J’ai conçu et réalisé un système combinant la spectroscopie SPR et l’imagerie de fluorescence 
(SPR-FLUO). Dans ce chapitre, je décris en détails le système et les résultats de calibration 
effectués. Les performances du système ont été évaluées au niveau de la sensibilité et de la 
reproductibilité des mesures. Une validation que la fluorescence mesurée était bien excitée par 
le champ évanescent des plasmons de surface a été réalisée. Finalement, j ’ai étudié la viabilité 
en SPR-FLUO des substrats guide d’onde à gaine métallique à base de résine KMPR.
5.1 Description du montage
Le système est basé sur la configuration Kretschmann qui emploie la réflexion totale interne 
au sein d’un prisme à fort indice de réfraction pour réaliser le couplage au mode plasmon 
[Kretschmann, 1978]. La figure 5.1 illustre le schéma du système SPR-FLUO, divisé en trois 
sous-sections qui seront élaborées, soit le système de couplage SPR, la chambre de perfusion 
contenant le substrat SPR et finalement le système de mesure de fluorescence.
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Figure 5.1: Schéma du système SPR-FLUO
5.1.1 Couplage SPR
Un échantillon SPR standard décrit au chapitre 3 (lame de verre BK7/ 3nm Ni / 30nm Ag / 
5nm Au) est posé sur un prisme hémicylindrique BK7, avec entre les deux une goutte d’huile
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permettant l’adaptation d’indice de réfraction («=1.514). Un laser à état solide Nd :YAG 
(DPSS) 50mW à 532nm, collimaté à une largeur de faisceau de 0.5mm sert de source 
d’excitation des plasmons de surface. Une lame à retard de phase demi-onde permet de 
sélectionner le ratio des polarisations TM et TE. Un ratio TM/TE=4 a été choisi afin d ’obtenir 
une plus forte intensité disponible pour l’excitation de fluorophores par la polarisation TM 
tout en permettant de normaliser les mesures de réflectance avec la polarisation TE. 
L’intensité de l’excitation laser est sélectionnée par l’ajout de filtres à densité neutre et un 
obturateur mécanique permet d’activer/désactiver l’excitation laser.
Le faisceau réfléchi à travers le prisme par le substrat SPR traverse ensuite un filtre passe- 
bande 532±5nm de sorte à ne mesurer que l’excitation laser. Le faisceau filtré est séparé selon 
la polarisation et mesuré par deux photodétecteurs. Le balayage angulaire de la source et des 
détecteurs est effectué simultanément par deux moteurs rotatifs. Tout le système est monté sur 
une table anti-vibration et est inséré dans une boîte l’isolant des sources lumineuses externes. 
Le détail de tous les composants est donné dans la section Matériel et méthodes à l’annexe A.
5.1.2 Chambre de perfusion et flot laminaire
Afin de limiter les volumes des liquides employés lors de la culture cellulaire, une chambre de 
silicone flexiPERM peut être appliquée sur les échantillons SPR pour la culture et retirée avant 
leur utilisation sur le système SPR-FLUO. Puisque l’adhésion du silicone flexiPERM sur 
métal est plus faible que sur verre, un masque mécanique est employé lors des dépôts 
métalliques de façon à limiter le dépôt à une surface circulaire de 12mm de diamètre, surface 
suffisante pour les études SPR-FLUO.
Une fois sur le système, une pompe à vide maintient l’échantillon SPR fixé par vacuum dans 
une chambre de perfusion Vacu-Cell, servant à exposer le substrat à une injection latérale de 
fluide à flot laminaire et connectée soit à une seringue ou à une pompe péristaltique. Une 
chambre à flot laminaire a été sélectionnée afin de minimiser la stimulation mécanique subie 
par la couche cellulaire (pour un débit de 1 ml/min d’eau à 20°C, nombre de Reynolds Re = 
1.34). Une lamelle de microscope en verre d’épaisseur #1 (0.13-0.17mm) agissant comme 
fenêtre optique délimite le toit de la chambre fluidique. La hauteur de la chambre est de
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100pm, dormant un volume total d ’environ 240pL et le débit de la pompe péristaltique peut 
être réglé entre 500pL/min et lOml/min.
L’emploi de la chambre de perfusion nécessite une taille d’échantillon SPR d’au moins 65mm 
x 48mm pour assurer le bon fonctionnement du vide. Les dépôts métalliques ont donc été 
réalisés sur des lames de verre Corning 75mm x 50mm x 1mm. La figure 5.2 montre en photos 
un échantillon SPR-FLUO avant et après installation du flexiPERM, ainsi qu’un échantillon 
monté dans la chambre de perfusion.
Zone SPR-FLUO
Figure 5.2: (a) Echantillon SPR-FLUO après dépôt métallique de 3nm ni / 30nm Ag / 5nm Au. 
(b) Échantillon SPR avec chambre flexiPERM. (c) Chambre de perfusion permettant 
l’injection latérale de fluide.
5.1.3 Microscopie de fluorescence
Deux objectifs Mitutoyo à longue distance de travail permettent la collection de la 
fluorescence, soit un objectif à faible grossissement6 (5X, NA=0.14) et un objectif à fort 
grossissement (50X, NA=0.55). La fluorescence collectée traverse un filtre passe-bande 
588/27 avec 50dB d’atténuation pour être imagée sur une caméra PCO 1600 monochrome à 
CCD refroidi. La caméra a une résolution de 1600 x 1200 pixels et un convertisseur Mbits.
5.1.4 Logiciel et procédure de calibration du système
L’ensemble du système de mesure et du contrôle de la caméra est réalisé dans LabVIEW. Une 
routine automatisée du système permet la calibration des angles, en mesurant les valeurs 
d’encodeurs pour un angle d’incidence de 90° par rapport à la normale du substrat, indiqué par 
un interrupteur d’alignement. Le laser est ensuite placé à un angle d’incidence de 60° et les 
détecteurs sont balayés de sorte à déterminer l’angle maximisant la puissance mesurée, 
assurant ainsi un alignement optimal entre la source laser et les deux photodétecteurs. L’angle
6 L’objectif faible grossissement ne sert que pour l’alignement général, toutes les images de fluorescence 
présentées ont été obtenues en employant l’objectif à forte magnification.
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d’incidence mesuré lors d ’un scan SPR est donc l’angle de la source d’excitation et une 
rotation équivalente des détecteurs est réalisée tout au long d’un scan (Fig.5.1).
5.2 Sélection du marquage et des sondes fluorescentes
Une sonde fluorescente a dû être sélectionnée afin de permettre la visualisation cellulaire. Il a 
donc été nécessaire de choisir la structure cellulaire à imager et trouver une protéine 
fluorescente permettant le marquage à la longueur d’onde d’excitation du système SPR- 
FLUO.
5.2.1 L ’actine en tant que protéine cible
L’actine est la principale protéine constituant le cytosquelette et est impliquée dans une variété 
de réponses cellulaires liées à la motilité et la réorganisation morphologique [Le Clainche et 
Carlier, 2008]. L’actine est donc une protéine de choix pour permettre la corrélation entre le 
signal mesuré en SPR et la localisation de la cellule dans le champ évanescent. Cette protéine 
a donc été sélectionnée comme cible modèle pour la validation de fluorescence cellulaire. 
Plusieurs marqueurs sont disponibles pour visualiser l’actine par microscopie de fluorescence. 
Deux marqueurs ont donc été sélectionnés, l’Alexa Fluor-532-Phalloïdine pour la validation 
des capacités du système et le LifeAct-TagRFP pour la visualisation de cellules vivantes.
5.2.2 Alexa Fluor 532-Phalloïdine
Pour les études de caractérisation générale du système, un marqueur fluorescent très 
spécifique et démontrant une forte intensité d’émission fluorescente est nécessaire. Le 
fluorophore Alexa Fluor 532 couplé à la phalloïdine a donc été sélectionné. L’Alexa Fluor 532 
est un fluorophore démontrant un bon rendement quantique (0.61) et un bon coefficient 
d’extinction molaire (~81000M~’crn '), optimisé pour une excitation par une source laser à 
532nm [LifeTechnologies, 2013]. La phalloïdine, une toxine provenant du champignon 
Amanita Phalloïdes, se lie fortement à l’actine filamentaire et prévient sa dépolymérisation, 
permettant donc le marquage spécifique du cytosquelette [Cooper, 1987]. Il est cependant 
nécessaire de perméabiliser la membrane cellulaire pour permettre l’entrée du fluorophore. 
Brièvement, il s’agit de préserver la structure cellulaire en fixant le squelette via l’emploi d’un 
agent de réticulation, puis de dissoudre la membrane avec un détergent. Cette méthode ne 
permet donc pas de réaliser de mesures sur cellules vivantes. Le protocole de perméabilisation
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et marquage cellulaire est détaillé dans la section Matériel et méthodes à l’annexe A. La figure 
5.3 illustre les spectres d’absorption et d’émission de l’Alexa Fluor 532 [LifeTechnologies, 
2013].
 A bsorption
 É m ission 100100
Q .
-20
650 700500 550
L o ngueur d 'o n d e  (nm)
600
Figure 5.3: Spectres d’absorption et d’émission du fluorophore Alexa Fluor 532
On observe que ce fluorophore est effectivement optimisé pour une excitation à 532nm, 
longueur d’onde du maximum d’absorption. Le filtre de collection du système SPR-FLUO, 
centré à 588nm, permet de collecter environ 42% de l’émission du fluorophore tout en filtrant 
la source d’excitation laser. L’intensité de fluorescence finale mesurée à la caméra est 
cependant dépendante du rendement quantique du fluorophore, de son coefficient d’extinction 
et des pertes liées à l’absorption dans le liquide et tout le système optique.
5.2.3 LifeAct-TagRFP
Afin de permettre le suivi de fluorescence sur cellules vivantes, il a donc été nécessaire de 
trouver une protéine fluorescente adéquate pour le marquage et pouvant être intégrée à la 
cellule par transfection7. Le LifeAct est une protéine se liant à l’actine filamentaire et pouvant 
être exprimé par la cellule sans en affecter la dynamique d’actine [Riedl et al., 2008]. Par 
modification génétique, il est possible de fusionner la protéine LifeAct à une protéine 
fluorescente TagRFP ce qui en fait donc un marqueur permettant le suivi en fluorescence de 
l’actine sur cellules vivantes. Le TagRFP, démontrant un rendement quantique de 0.48 et une
7 Comme discuté au chapitre 2, section 2.5.4, la transfection cellulaire consiste à insérer du matériel génétique à 
l ’intérieur de la cellule afin de forcer l’expression d’une protéine. Une des méthodes possible consiste à insérer 
l ’ADN dans des vésicules lipidiques pouvant fusionner à la membrane cellulaire et déverser leur contenu dans le 
cytosol.
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bon coefficient d’extinction de K^M^cm'1 [Merzlyak et al., 2007], possède les spectres 
d’absorption et d’émission présentés à la figure 5.4 [Evrogen, 2013].
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Figure 5.4: Spectres d’absorption et d’émission du fluorophore TagRFP
On observe que cette protéine fluorescente est moins bien optimisée pour l’absorption à 
532nm, montrant une efficacité d’absorption de seulement 36%. Par contre, le filtre 
d’émission du système SPR-FLUO est optimisé pour la collection, le TagRFP démontrant une 
efficacité d’émission à 95% pour cette longueur d’onde. Afin de réaliser des études sur 
cellules vivantes, le gène de cette protéine fluorescente a été intégré à la cellule par un 
protocole de transfection détaillé dans la section Matériel et méthodes à l’annexe A. Les 
résultats sur cellules vivantes transfectées avec la protéine fluorescente LifeAct-TagRFP ont 
fait l’objet d’une publication, présentée au chapitre 6.
5.3 Système final
La figure 5.5 montre donc un aperçu du système SPR-FLUO final.
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Figure 5.5: Photo du système SPR-FLUO final illustrant les composantes principales.
5.4 Caractérisation du système SPR-FLUO
5.4.1 Caractérisation SPR
Comme décrit au chapitre 3, la sensibilité sur substrat SPR standard (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm 
Au) a été mesurée expérimentalement, en employant des solutions de glucose de concentration 
connue. L’angle de couplage a ensuite été obtenu par l’application d’un algorithme de ligne de 
base dynamique décrit dans la section Matériel et méthodes à l’annexe A. La sensibilité du 
système pour les scans angulaires8 (d0/dn) a été mesurée à 156°±3 (N=4). La sensibilité 
volumique du système en réflectance à angle fixé (dR/dn) était de 16.6 +0.7 (N=7).
8 La sensibilité angulaire est définie comme la variation du minimum de réflectance pour un changement unitaire 
d’indice de réfraction.
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La reproductibilité a été évaluée par une série de scans angulaires successifs réalisés sur un 
substrat SPR standard. La déviation standard a ensuite pu être déterminée à 0.014° (N=15). 
Ensuite, une série de scans après répétition de la routine de calibration a été effectuée, donnant 
une déviation standard pour la routine de calibration de 0.02° (N=10).
Un suivi de la réflectance à angle fixe dans l’eau a ensuite permis d’établir le niveau de bruit 
en réflectance à court (1min) et long terme (4h) comme étant 3x10^ et 9xl0~\ respectivement. 
Le bruit à long terme est plus élevé puisqu’il inclut notamment les dérives du système dues à 
la température et la source laser. En divisant ce niveau mesuré de bruit par la sensibilité, on 
obtient la limite de détection en indice de réfraction pour chacune des méthodes d’évaluation. 
Le système permet donc de mesurer des variations minimales d’indice de réfraction de 9xl0'5 
pour l’interrogation angulaire et 3xl0'5 pour l’évaluation de la réflectance à angle fixé. La 
limite de détection supérieure en scans angulaires peut s’expliquer par l’erreur possible sur le 
déplacement mécanique lors d’un scan, liée notamment au jeu d’entredents ou 
« backlash » des moteurs ou à des erreurs de compte au niveau des encodeurs. La table 5.1 
résume donc les caractéristiques du système SPR-FLUO.
Table 5.1: Caractéristiques du système SPR-FLUO
Calibration
angulaire
Calibration
réflectance
Sensibilité 156±3 (N=4) 16.6+0.7 (N=7)
Fidélité des scans 0.014° (N=15) X
Fidélité après calibration 0.02° (N=10) X
Bruit de réflectance à 
court terme (1min)
X 3x10-4
Bruit de réflectance à 
long terme (4h)
X 9x1 O'4
Limite de détection (RIU) 9xl0'5 1.8xl0‘5
Les sources de variations communes aux deux techniques de mesure (scan angulaire et suivi à 
angle fixé) sont les fluctuations d ’intensité du laser, les dérives des composantes ou les 
variations de température. Une variation de température de 1°C autour d’une température de 
25°C cause un changement d’indice de réfraction de l’eau de lxlO"4 [Abbate et al., 1978], soit 
une variation plus large que notre limite de détection. À noter que les meilleures limites de
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détection obtenues dans la littérature sont sur des systèmes à multiples canaux, où certains 
canaux servent de référence à soustraire pour s’affranchir notamment de ces variations de 
température [Homola, 2008].
Pour le système SPR-FLUO présenté, l’emploi de multiples canaux pour la normalisation 
nécessiterait plusieurs modifications dans la configuration choisie. Par exemple, il serait 
nécessaire de remplacer le détecteur par une matrice linéaire de détecteurs et d’effectuer la 
mesure SPR à la jonction de la couche cellulaire cultivée afin d’obtenir une section de 
référence sans cellules. Les voies plus faciles d’amélioration des performances du système de 
mesure SPR seraient donc d’employer une source d’excitation plus stable ou d’ajouter un 
contrôle de la température.
5.4.2 Caractérisation de la fluorescence
La taille des zones imagées pour chaque objectif du système SPR-FLUO a été mesurée à 
l’aide d’un échantillon structuré avec patron de résolution 10pm par un procédé de 
photo lithographie et éclairée par une source lumineuse blanche sur le dessus de l’échantillon. 
Les zones imagées ont donc été évaluées à 3120 x 2340pm pour l’objectif 5X et 300 x 220pm 
pour l’objectif 50X.
La fluorescence sur cellules A7r5 perméabilisées et marquées à l’Alexa Fluor 532-phalloïdine 
a été observée. Une comparaison des images de fluorescence obtenues en fonction de l’angle 
d’excitation est présentée à la figure 5.6.
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Figure 5.6: (a) Réflectance SPR et intensité de fluorescence (somme des pixels / valeur 
maximale) de cellules A7r5 perméabilisées et marquées à l’Alexa Fluor 532-phalloïdine en 
fonction de l’angle d’excitation. Les carrés indiquent les angles d’excitation des images 
présentées, soit (b) 61.7°, (c) 64.35° et (d) 78.5°. Les barres d’échelle indiquent 20pm.
On peut calculer l’intensité de fluorescence en sommant la valeur des pixels de la caméra, 
normalisée par la valeur maximale obtenue après l’angle critique. À noter qu’une forte 
intensité de fluorescence est observée en figure 5.6a sous la valeur de l’angle critique, due à 
l’excitation des fluorophores contenus dans l’ensemble du volume cellulaire. On remarque que 
le système peut d’abord être opéré en mode fluorescence en champ large lorsque l’angle 
d’excitation se situe sous la valeur de l’angle de réflexion totale interne, donnant une image de 
l’ensemble du volume cellulaire (Fig.5.6b). En raison de l’angle d’incidence et du filtre passe- 
bande sur la caméra, l’intensité du laser directement collectée à 532nm par la caméra est 
négligeable comparé à la fluorescence mesurée. Lorsque l’angle d ’excitation correspond à 
l’angle de couplage SPR (Fig.5.6d), seule la partie basale9 de la cellule est excitée, résultant en
9 La partie basale de la cellule correspond à la région en contact avec la surface. Elle est à distinguer de la partie 
apicale qui lui est opposée et qui correspond plutôt au haut de la cellule. Dû à la faible profondeur du champ 
évanescent, seuls les fluorophores situés dans la partie basale de la cellule sont excités.
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un sectionnement du volume cellulaire. On observe aussi un maximum d’intensité de 
fluorescence autour de l’angle de couplage SPR, confirmant que la fluorescence est excitée par 
le champ évanescent des plasmons de surface (Fig.5.6a et d).
Finalement, la figure 5.6c est une image de faible intensité de fluorescence présentant très peu 
de structures cellulaires basales et un faible contraste. Puisque l’angle d ’incidence est très près 
de l’angle critique, la profondeur de pénétration du champ évanescent est élevée. Comme vu 
au chapitre 4, un champ évanescent profond peut diffuser dans la cellule et être converti en 
onde radiative. Ceci augmente l’intensité de fluorescence générale, puisque des fluorophores 
hors de la profondeur de pénétration sont excités, et diminue le ratio signal sur bruit en raison 
de cette fluorescence hors focus [Oheim, 2001]. Cette augmentation de fluorescence due à la 
diffusion pour les angles faibles peut aussi expliquer la faible magnitude de l’effet d’exaltation 
visible autour de l’angle de résonance (100% d’intensité VS 60% autour de l’angle critique).
5.4.3 Emploi des substrats MCWG
L’emploi de substrats MCWG à base de résine KMPR décrits au chapitre 3 a été évalué afin 
d’améliorer la sensibilité pour l’étude de réponses cellulaires. La figure 5.7 montre des images 
de fluorescence de cellules A7r5 perméabilisées obtenues sur substrat MCWG (3nm Ni / 
30nm Ag / 5nm Au / 345nm KMPR) comparées aux images sur substrat SPR standard.
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Figure 5.7: (a) Comparaison des scans angulaires pour un substrat MCWG et un substrat SPR 
standard de cellules A7r5 perméabilisées et marquées à l’Alexa Fluor 532, excitée en SPR- 
FLUO. Les carrés indiquent les angles d’excitation des images présentées, soit (b) 60° et (c) 
66.8° pour le substrat MCWG, (d) 60° et (e) 75° pour le substrat SPR standard. Les barres 
d’échelle indiquent 20pm.
On remarque d’abord que les images prises en microscopie à champ large sous la valeur de 
l’angle critique (Fig.5.7b et d) sont similaires. Cependant, l’image de fluorescence obtenue à 
l’angle de couplage au mode MCWG (Fig.5.7c) ne semble pas différente de l’image en champ 
large. Les fluorophores ne semblent pas être seulement excités dans la partie basale de la 
cellule, mais plutôt dans la totalité du volume cellulaire. De plus, on y note une fluorescence 
de fond élevée visible par un niveau de gris élevé sur l’ensemble de l’image, diminuant le bon 
contraste normalement obtenu avec le substrat SPR (Fig.5.7e). Les photorésines à base 
d’époxy comme la KMPR présentent une forte auto-fluorescence [Marie et al., 2006; Convert 
et al., 2008]. Une évaluation du spectre du spectre d ’auto-fluorescence de la KMPR excitée 
par source laser à 473 nm et 532 nm montrait un spectre d’émission centré à 575nm d’environ 
90nm de largeur à mi-hauteur. Pour un substrat MCWG dont le cœur est constitué de résine 
KMPR, cette auto-fluorescence crée donc un niveau de bruit élevé sur l’image dû à la forte 
intensité lumineuse présente dans le guide.
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5.5 Discussions
5.5.1 Performances du système
Lorsqu’on compare le système SPR-FLUO avec un système commercial haut de gamme, 
comme le Biacore T200, on remarque que le système SPR-FLUO présente des performances 
de détection inférieures. En effet, la limite de résolution du système SPR-FLUO en indice de 
réfraction a été établie à 9xl0 '5 en scan angulaire et 1.8xlO'5 en suivi à angle fixe, alors que le 
Biacore T200 présente une limite de 3xlO'7 [GEHealthcare, 2013]. Cette différence de 
performances peut être expliquée par plusieurs facteurs, comme le choix de longueur d’onde et 
des composantes. Il est connu que la sensibilité d’un système SPR diminue avec une 
diminution de la longueur d’onde d’excitation [Homola, 1997]. La majorité des systèmes SPR 
commerciaux opèrent donc à une longueur d ’onde d’excitation de 633nm ou même 850nm 
pour maximiser la sensibilité. Dues aux contraintes de fluorophores employables, la longueur 
d ’onde du système SPR-FLUO a été sélectionnée à 532nm, diminuant donc forcément la 
sensibilité maximale du système et affectant la limite de détection. Comme mentionnée à la 
section 5.4.1, les systèmes les plus performants emploient normalement des régions à titre de 
contrôle pour s’affranchir des variations de température et des dérives des composantes. Sur 
un système combinant la microscopie SPR et la fluorescence, la normalisation du signal serait 
aisément réalisable en sélectionnant dynamiquement des zones de référence.
5.5.2 Choix de l’objectif de microscope
L’exposition prolongée de cellules à une source lumineuse intense peut causer des dommages, 
notamment via la génération d’espèces réactives d’oxygène (ROS) [Dixit et Cyr, 2003]. Ces 
ROS viennent perturber le fonctionnement de la cellule et peuvent même causer la mort 
cellulaire, phénomènes notamment employés dans certaines techniques de microscopie comme 
F inactivation lumineuse assistée par chromophore [Jacobson et al., 2008]. Il est donc 
nécessaire de maximiser l’efficacité de collection d’un système de microscopie de façon à 
pouvoir diminuer l’intensité d’excitation et réduire le risque de phototoxicité.
Comme discuté au chapitre 2, l’efficacité de collection de la fluorescence est fortement 
dépendante de l’ouverture numérique de l’objectif. Due à la configuration du système SPR- 
FLUO, l’objectif de microscope devait faire le focus à travers la fenêtre optique et le fluide
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pour imager la fluorescence provenant de la partie basale de la cellule, excitée par le champ 
évanescent. De plus, la chambre de perfusion à flot laminaire bloquait l’accès à proximité de 
l’échantillon. Par conséquent, il était impraticable d’employer un objectif à forte ouverture 
numérique typiquement employé en microscopie de fluorescence, dû à leur trop faible distance 
de travail. Il a donc été nécessaire de sélectionner des objectifs à longue distance de travail, 
démontrant une plus faible ouverture numérique et une efficacité de collection moindre. Une 
possibilité d’amélioration de l’ouverture numérique du système de fluorescence serait de 
retirer la lamelle de verre supérieure de la chambre de perfusion et d’employer un objectif à 
immersion eau, plongé directement dans le fluide.
5.5.3 Fluorescence et MCWG avec la résine KMPR
Les résultats de fluorescence excitée à divers angles d’incidence de la source laser ont permis 
de valider l’effet de sectionnement optique dû à l’excitation par le champ évanescent (Fig.5.6). 
En effet, les images de cellules excitées à l’angle de couplage SPR (Fig.5.6d) montrent les 
structures du squelette d’actine de la partie basale de la cellule, mieux définies 
comparativement aux cellules excitées sous l’angle critique (Fig.5.6b). En microscopie à 
champ large, la totalité du volume cellulaire est excité, générant une image où la totalité des 
structures d’actine est intégrée, ce qui diminue la netteté des structures visualisées.
Comme présenté au chapitre 2, section 2.3.3, l’intensité du champ électrique en surface (Ip/Io) 
pour la configuration MCWG présentée est supérieure à l’intensité obtenue pour un substrat 
SPR. Ceci devrait se traduire par un ratio signal sur bruit des images de fluorescence supérieur 
pour un substrat MCWG, comparé à un substrat SPR. Cependant, lorsqu’on observe les 
images de fluorescence sur substrat MCWG, on note une fluorescence de fond beaucoup plus 
élevée, dissimulant les fines structures d’actine (Fig.5.7b-c). Ce phénomène peut être attribué 
à l’auto-fluorescence de la résine KMPR. Les pertes au sein d’un mode guidé peuvent être 
dissipées de plusieurs façons, par exemple en chaleur ou en luminescence comme dans le cas 
de l’auto-fluorescence. Cette luminescence vient s’ajouter à la fluorescence mesurée dans la 
cellule, ce qui diminue le contraste de l’image. Dans l’intégration finale d’un système 
combinant microscopie SPR et fluorescence, un autre matériau devrait donc être employé pour 
la fabrication de substrats MCWG, comme par exemple une résine à faible auto-fluorescence 
ou un oxyde déposé par plasma.
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5.5.4 Contributions originales
En résumé, voici les contributions originales présentées au cours de ce chapitre :
- Conception d’un système permettant la mesure simultanée de la spectroscopie SPR et 
de la fluorescence excitée par plasmons de surface, optimisé pour l’étude de cellules 
vivantes
- Caractérisation des performances du système SPR-FLUO
- Évaluation des possibilités d’emploi de substrats MCWG à base de résine KMPR pour 
la mesure simultanée SPR-FLUO
5.6 Conclusions
J’ai conçu et réalisé un système permettant la mesure simultanée de la résonance par plasmons 
de surface et de la fluorescence d’une monocouche cellulaire. Ce système emploie les 
échantillons d’argent décrits au chapitre 3 et permet la stimulation cellulaire via une chambre 
de perfusion à flot laminaire. J’ai caractérisé le système au niveau de la sensibilité et de la 
reproductibilité des mesures SPR. Des études sur cellules perméabilisées ont permis de valider 
que l’excitation de fluorescence est bien réalisée par le champ évanescent des plasmons de 
surface. Finalement, j ’ai démontré que les substrats MCWG à base de résine KMPR ne sont 
pas adaptés pour un système intégrant l’imagerie SPR et la fluorescence dû au caractère auto­
fluorescent de cette résine. Cependant, en résolvant ce problème, les substrats MCWG 
devraient permettre d’améliorer l’efficacité de l’excitation de fluorescence et de diminuer les 
temps d ’exposition.
Suite à la caractérisation complète du système SPR-FLUO à l’aide de cellules fixées, il a été 
possible de procéder à l’analyse de cellules vivantes. Dans le chapitre 6 qui suit, je présente 
l’étude SPR-FLUO de cellules vivantes, transfectées avec la protéine fluorescente LifeAct- 
TagRFP. Ces résultats ont fait l’objet d’une publication, présentant les réponses de 
monocouches cellulaires suite à leur stimulation pharmacologique.

CHAPITRE 6 LA FLUORESCENCE POUR 
L’IDENTIFICATION DES COMPOSANTES 
CELLULAIRES IMPLIQUÉES DANS LA 
DÉTECTION CELLULAIRE PAR SPR
6.1 Avant-propos
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Contribution au manuscrit :
Cette publication valide l’emploi du système SPR-FLUO présenté au chapitre 5 pour réaliser 
des études sur cellules vivantes. En effet, des suivis de réponses cellulaires observées 
simultanément en SPR et en fluorescence suite à une stimulation pharmacologique sont 
présentés. Ces mesures démontrent que le système SPR-FLUO peut être employé pour 
corréler le signal SPR provenant d’une couche cellulaire à des variations du cytosquelette 
d’actine dans le champ évanescent. Cette publication montre donc la pertinence de 
l’intégration des deux méthodes de mesure pour mieux identifier et comprendre l’origine du 
signal SPR mesuré lors d’une stimulation cellulaire.
Originalité des travaux :
Les études antérieures sur la fluorescence exaltée par plasmons de surface (SPEF) ne 
présentent que les possibilités d’amélioration de la qualité des images par rapport à la 
microscopie par réflexion totale interne. Par opposition, les travaux présentés dans la 
publication suivante démontrent que l’emploi simultané de la SPEF sur cellules vivantes 
permet d’établir le lien causal entre des phénomènes moléculaires et le signal de spectroscopie 
SPR mesuré, démontré pour deux modèles cellulaires distincts.
Contributions respectives des auteurs :
J’ai conçu le système combinant la SPR et la fluorescence employé au cours de l’étude et 
réalisé les mesures sur cellules. Yannick Miron a réalisé la culture cellulaire et optimisé les 
protocoles de marquage et transfection. Les professeurs Michel Grandbois et Paul Charette ont 
supervisé la direction des travaux. Le manuscrit a été révisé par l’ensemble des auteurs avant 
sa soumission pour publication.
Résumé français :
La résonance des plasmons de surface est une approche de fort intérêt pour le suivi sans 
marquage de processus cellulaires. Cependant, la majorité des réponses cellulaires consiste en 
une cascade complexe d’événements moléculaires, ce qui rend problématique l’identification 
des composantes spécifiques de la dynamique cellulaire contribuant au signal SPR. 
Récemment, plusieurs groupes de recherche ont démontré l’emploi de la microscopie de 
fluorescence exaltée par plasmons de surface (SPEF) pour l’imagerie de cellules vivantes.
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Notre étude démontre que la microscopie SPEF peut être employée pour identifier les 
mécanismes moléculaires responsables de la détection SPR de processus cellulaires. Par le 
marquage spécifique du cytosquelette d’actine au sein de cellules humaines épithéliales de rein 
(HEK 293) et de cellules musculaires lisses vasculaires de rat (A7r5), la réorganisation 
cellulaire observée en SPEF est corrélée avec les variations de signal SPR représentant des 
changements cellulaires globaux. Les cellules HEK 293 stimulées à l’angiotensine-II 
présentaient une réponse contractile transitoire, visible comme une diminution de signal SPR 
avec augmentation subséquente supérieure à la ligne de base. Les micrographes SPEF 
montraient d’abord une diminution de l’aire occupée par la cellule sur le substrat, suivie d’une 
densification de l’actine et d’un étalement cellulaire. Les cellules A7r5 stimulées à la 
Latrunculine A présentaient une dépolymérisation de leur cytosquelette d’actine, générant une 
décroissance soutenue du signal SPR, alors que les micrographes SPEF illustraient une 
destruction des structures d’actine. Ces travaux démontrent que le suivi SPR de réponses 
cellulaires est fortement sensible aux variations de l’empreinte cellulaire sur la surface, de 
même qu’aux changements dans la densité moléculaire de la portion basale des cellules. Par 
conséquent, la combinaison de la SPR avec l’imagerie de marqueurs fluorescents spécifiques 
par la SPEF permet la déconvolution compréhensive du signal cellulaire en relation aux 
événements moléculaires à l’intérieur des cellules.
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6.2 Introduction
To obtain relevant physiological information from living cells, cellular analysis methods must 
provide high sensitivity to the parameters of interest while causing minimal invasiveness. 
During the past 10 years, a wide variety o f label-free analysis techniques have been developed 
for monitoring molecular events inside live cells. These techniques include impedance-based 
biosensors (IB), which measure variations in trans-cellular current associated with cellular 
state such as confluency, substrate adhesion, contraction, motility and proliferation [Luong et 
al., 2001; Hong et al., 2011]. Resonant waveguide grating biosensors (RWG), which detect 
cellular events occurring within the usable range of the evanescent field at the waveguide 
surface, have also become a valuable label-free approach for cell biosensing [Fang et a l,  
2006; Schroder et al., 2010]. In its most common configuration, RWG biosensors measure 
variations in the wavelength of the reflected light resulting from changes in cell state.
Surface plasmon resonance (SPR) biosensing is also a prime candidate for label-free detection 
of cellular events [Cuerrier et al., 2008; Chabot et al., 2009; Maltais et al., 2012] in particular 
because of the enhancement of the evanescent field in the sensing medium and resulting high 
sensitivity to minute refractive index changes occurring in the vicinity of the metal surface 
[Velasco-Garcia, 2009]. Surface plasmons are density charge oscillations at the interface 
between a metal and a dielectric. In the commonly-used Kretschmann configuration, when 
light at a particular wavelength is directed at the backside of the metal surface through a 
coupling prism at the incidence angle required for resonance, a sharp dip in the measured 
reflectance from the substrate results (Fig.la) [Raether, 1988]. Under these conditions, a 
strong evanescent field (exponentially-decreasing with distance) is created above the metal 
film, where minute changes in the dielectric refractive index cause variations in the coupling 
conditions and the structure can therefore be used as a transduction method for events in close 
proximity to the metal surface [Ho mo la, 2006].
SPR has recently been used to study a variety of processes including cellular response to 
pharmacological agents [Hide et a l,  2002; Yanase et al., 2007; Cuerrier et a l,  2008; Liu et al., 
2011] and toxins [Chabot et al., 2009], cell-cell and cell-substrate interactions [Yashunsky et 
al., 2010], apoptosis [Maltais et al., 2012] and the response to osmotic stress [Baumgarten et 
Robelek, 2011]. As with other label-free cellular biosensing approaches, variations in the SPR
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signal generally result from a combination of molecular events occurring within the cell, 
resulting in an aggregate signal. As such, deconvolving the individual contributions to the SPR 
signal arising from various cellular events can be very difficult. Therefore, label-free 
aggregate measurements of the cellular response obtained with IB, RWG and SPR biosensors 
greatly benefit from the simultaneous use of other detection methods that track known markers 
of cellular events.
As with total internal reflection fluorescence (TIRF) microscopy which exploits the 
evanescent field to excite fluorescently-labeled molecules near the surface [Axelrod, 2001], 
SPR also produces an evanescent field above the metal surface that can be used to excite 
fluorophores (Fig.la) [Liebermann et Knoll, 2000]. This method, called surface plasmon- 
enhanced fluorescence (SPEF) or surface plasmon fluorescence spectroscopy, allows for 
sensitive fluorescence detection of biomolecules [Krupka et a i,  2006; Wang et al., 2009], 
bacteria [Huang et al., 2011] and cells [He et al., 2006; He et a i,  2010]. Due to the resonance 
of the surface plasmons, there is a significant enhancement in fluorescence intensity in SPEF 
compared with TIRF microscopy, while the penetration depth of the evanescent field is not 
affected [Axelrod, 2001]. Moreover, since the excitation wavelength is filtered and only the 
fluorescence emission is collected, the propagation of the plasmons does not decrease the 
lateral resolution, compared for example with SPR imaging [Tawa et Morigaki, 2010]. In the 
present study, we combined SPR and SPEF to obtain time-resolved information on living cell 
processes and identify the molecular mechanisms responsible for the measured SPR response. 
To validate the approach, we used the cytoskeletal protein actin as a marker since it is 
involved in many cellular processes such as cell contraction, division and motility [Le 
Clainche et Carlier, 2008]. Cells were cultured on SPR substrates and stimulated through the 
angiotensin receptor type 1 (ATI) with the agonist angiotensin II (Angll) or through exposure 
to latrunculin A (LatA), an actin cytoskeleton depolymerizing agent. By simultaneously 
monitoring selected fluorescent markers following cell stimulation, we show that variations in 
the SPR signal can be largely attributed to changes in the actin cytoskeleton organization 
resulting from changes in cell footprint and actin density.
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Figure 6.1 : (a) Normalized SPR reflectance and fluorescence intensity as a function of 
incidence angle, (b) SPR and SPEF apparatus
6.3 Materials and Methods
6.3.1 SPR substrates
Surface plasmon resonance assays typically use gold with an excitation wavelength between 
630 nm to 850 nm. For living cell sensing, however, most of the available fluorescent markers 
must be excited at shorter wavelengths [Chudakov et a l,  2010]. Since absorption in gold 
increases significantly for wavelengths below 600 nm, reducing SPR sensitivity [Homola, 
1997] and fluorescence excitation intensity, silver is a better choice for SPEF with living cells. 
Due to its low chemical stability in biological solutions [Zhu et a l,  2002] and cytotoxicity 
[Foldbjerg et al., 2011], silver requires a small gold passivation layer (5 nm) to render it 
chemically stable and biocompatible [Ong et al., 2006].
Standard glass microscope slides (Coming, Canada) were first cleaned in piranha solution ( 1 
H202 : 3 H2S04) to remove any contaminants. A nickel adhesion layer (3 nm), silver layer 
(30 nm) and gold passivation layer (5 nm) were deposited subsequently without breaking 
vacuum between evaporations in an e-beam evaporator (IntlVac, USA). Metal film thickness 
was measured during deposition with a Maxtek SC-101 quartz microbalance (Inficon, USA).
6.3.2 SPR and Fluorescence apparatus
We used a custom-built apparatus consisting of a SPR instrument in the Kretschmann 
configuration over which a long working distance objective was mounted for SPEF
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microscopy (Fig.lb). The substrates were placed on a hemicylindrical BK7 coupling prism 
(Esco Products, USA) coated with a thin layer of refractive index matching fluid (Cargille 
Laboratories, USA). A 100pm-high lateral flow chamber (C&L Instruments, USA) was used 
to inject fluids in-between the SPR substrate and a glass coverslip (Fisher Scientific, Canada), 
which served as an optical window for microscopy. The collimated beam from a 50 mW 
NdrYAG solid-state laser centered at 532 nm (OZ Optics, Canada) was reflected off the 
underside of the metal film, split by a polarizing beamsplitter (Thorlabs, USA) and directed to 
two photodetectors (Thorlabs, USA). The transverse electric (TE) polarization, which does not 
couple to the surface plasmons, was used as a reference to minimize signal dependence on 
laser power drift and other time-dependent noise sources. Angular scanning of the laser and 
detectors was performed using rotational actuators (Thorlabs, USA).
Fluorescence images were acquired with a 50X Mitutoyo long working distance objective 
(Edmund Optics, USA), a 588/27 bandpass filter (Carl Zeiss, Canada) and a PCO 1600 camera 
(PCO-TECH Inc., USA). The laser power was adjusted through neutral density filters 
(Thorlabs, USA) to 40 mW for experiments with fixed cells and 400 pW for living cells, 
leading to a power density on the surface of approximately 80 mW/mm2 and 800 pW/mm2, 
respectively. An excitation/measurement angle yielding a 0.25 reflectance was selected to 
allow for sufficient dynamic range in fixed-angle SPR measurements while maximizing 
fluorescence excitation for SPEF microscopy imaging. In addition to the SPEF images, full 
depth-of-field (full-DoF) fluorescence microscopy images were acquired by selecting a laser 
incidence angle slightly below the angle of total internal reflection, as required to illuminate 
the entire fluidic cell volume. Since SPEF and full-DoF microscopy images were acquired 
with the same optical system, the two types of fluorescence images are perfectly registered. To 
minimize cellular exposure to the laser excitation in order to reduce photobleaching and 
phototoxicity of the fluorescent probes, SPEF images were taken at a time interval of 30 
seconds with an exposure time of 5 seconds and SPR signal acquisition was performed with a 
decreased laser power (40 pW) at a time interval of 5 seconds. All SPR and fluorescence 
experiments were performed at room temperature.
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6.3.3 Cell culture and SPR substrates preparation
Human embryonic kidney 293 cells (HEK 293, (Qbiogene, USA)) were transfected to 
overexpress the human angiotensin II type 1 receptor (ATI) and a stable transfected clone 
(HEK 293 ATI) was obtained through G-418 selection following a previously described 
procedure.[Auger-Messier et al., 2004] The cells were maintained in Dulbecco’s Modification 
Eagle’s Medium (DMEM) supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 
2 mM L-glutamine, 2.5 pg/ml amphotericin B, 50 IU/ml penicillin and 50 pg/ml streptomycin 
(Wisent, Canada) at 37°C in a 5% CO2 incubator. Rat aortic vascular smooth muscle (A7r5) 
cells (ATCC, USA) were maintained in the same medium supplemented with 1% MEM 
nonessential amino acids (Wisent, Canada).
The SPR substrates were sterilized in ethanol and coated with cellular adhesion promoters. For 
HEK 293 ATI cells, the substrates were immersed in a solution of Poly-L-Lysine 0.01% in 
water (Sigma-Aldrich, Canada) for 5 min, rinsed with water and allowed to dry for 1 hour 
prior to the plating of the cells. For A7r5 cells, the substrates were immersed in a solution of 5 
pg/ml fibronectin (Sigma-Aldrich, Canada) and 200 pg/ml gelatin (BD, USA) in water for 1 
h. The cells were then plated on top of the SPR surfaces within a flexiPERM silicone chamber 
(Sarstedt, Canada). In the experiments involving phalloidin labeling of the filamentous actin 
(F-actin) cytoskeleton, the cell-coated substrates were rinsed with Phosphate-Buffered Saline 
(PBS, Wisent, Canada), then fixed and permeabilized in a PBS solution containing 4% 
paraformaldehyde (Sigma-Aldrich, Canada) and 0.2% Triton X-100 (MP Biomedicals, 
Canada) for 10 min at 37°C. The cells were then rinsed with PBS, stained for 15 min with 
Alexa Fluor 532-Phalloidin (Invitrogen, USA) and finally rinsed with PBS.
For live cell experiments, the cells were transiently transfected with a pCMVLifeAct-TagRFP 
plasmid (Ibidi, Germany). This marker, consisting of a small 17 amino acid peptide (LifeAct) 
binding F-actin coupled to the red fluorescent protein TagRFP (ex. 555 nm, em. 584 nm), 
allows visualizing actin cytoskeleton dynamics with minimal cell toxicity and disturbance 
[Riedl et al., 2008]. Cells were rinsed with PBS and incubated overnight with the plasmid and 
Lipofectamine 2000 (Invitrogen, USA) in antibiotic-free DMEM (Wisent, Canada) at 37°C. 
The transfection medium was replaced by culture medium the next day and the cells were left 
to grow to confluence for 72 h.
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The SPR substrates were observed with phase contrast microscopy prior to each experiment to 
assess monolayer confluence. Once -90% confluence was reached, the cell-coated surfaces 
were washed once and replaced with HEPES-Buffered Salt Solution ((HBSS) 20 mM HEPES, 
120 mM NaCl, 5.3 mM KC1, 0.8 mM MgS04, 1.8 mM CaC12 and 11.1 mM dextrose, adjusted 
at pH 7.4) and then mounted on the SPR-SPEF setup for measurement.
HEK 293 ATI cells were stimulated with Angiotensin II (Angll). The ATI receptor is a G 
protein-coupled receptor (GPCR) involved in the physiological response to Angll and is 
known to lead to actin-myosin complex activation and cytoskeleton remodeling [De Gasparo 
et al., 2000; Auger-Messier et al., 2005]. A7r5 were stimulated with Latrunculin A (LatA), a 
toxin purified from the marine sponge Latrunculia magnifica, which promotes actin filaments 
disassembly by binding to the monomeric actin and preventing polymerization [Coué et al., 
1987; Spector et al., 1989] .
6.3.4 Reagents
Glucose solutions of calibrated concentrations were used to measure the sensitivity of the 
SPR-SPEF apparatus (Sigma-Aldrich, Canada). Their refractive index was assessed using a 
Brix/RI-Chek refractometer (Reichert, USA). Angiotensin II (American peptide, USA) at a 
concentration of 100 nM was used to stimulate HEK 293 ATI cells, Latrunculin A (Sigma- 
Aldrich, Canada) at a concentration of 1 pM was used for A7r5 cells.
6.4 Results
First, the system was characterized in terms of its sensitivity to bulk refractive index variations 
using glucose solutions since the experimental conditions (Ag substrates at a 532 nm 
excitation wavelength) differ from typical SPR assays based on Au substrates. Fig.2a shows 
full angular scans for glucose solutions from 0 to 200 mg/ml by 25 mg/ml increments, while 
Fig.2b shows fixed-angle measurements at 75°. Calibration of the refractive index for the 
glucose solutions was performed by refractometry. Sensitivity (variation in reflectance for a 
unity variation in refractive index, dR/dn) was determined to be 16.6+0.7 (standard error from 
the mean, n = 7), allowing us to translate measured SPR reflectance measurements to 
refractive index changes. Noise level evaluation in fixed-angle measurements determined a 
system resolution of 1.8xl0'5 in refractive index units (RIU).
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Figure 6.2 : (a) SPR full angular scans for increasing glucose concentrations in water (0 to 200 
mg/ml, 25 mg/ml steps), (b) Fixed-angle measurements at 75° incidence angle.
HEK 293 and A7r5 cells were chemically fixed with paraformaldehyde, labeled with Alexa 
Fluor 532-Phalloidin and imaged on the SPR-SPEF apparatus (Fig.3a-b). When viewed in the 
SPEF imaging mode, the HEK cells presented a dense actin structure at the basal portion of 
the cells in contact with the SPR substrate. In contrast, the full-DoF fluorescence images 
reveal a volumetric distribution of the actin cytoskeleton in the cell body. An overlay of SPEF 
and full-DoF fluorescence images confirm that the SPEF imaging mode, similarly to TIRF, is 
mainly sensitive to structures localized at the basal portion of the cell. Similar observations 
were made on A7r5 cells, where well-defined actin structures mainly constituted of actin stress 
fibers and focal adhesions could be clearly observed in SPEF. In contrast to the HEK293 cell,
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a strong correlation is observed between the SPEF and full-DoF images, indicating that the 
A7r5 cells adopt a flatter conformation on the SPR substrate.
(a) SPEF Full-DoF OVERLAY
(b) SPEF Full-DoF OVERLAY
Figure 6.3 : Fixed HEK 293 (a) and A7r5 (b) cell actin cytoskeleton labeled with Alexa Fluor 
532-Phalloidin, observed with laser incident at 75° for SPEF (red), 60° for full-DoF 
fluorescence (grey) and overlay of both images. Scale bars represent 20 pm.
We used HEK 293 cells co-transfected with the actin fluorescent label LifeAct-TagRFP and 
the Angiotensin II type 1 receptor as a model allowing real-time monitoring of receptor- 
dependent response in live cells. Fig.4a shows the responses of live HEK 293 ATI cells after 
stimulation with 100 nM Angll or with the vehicle HBSS as a control. The measured SPR 
signal showed a decrease in refractive index with a minimum reached at approximately 3 min, 
followed by a signal increase, reaching a level above the baseline. Fig.4c shows time-lapse 
micrographs obtained in SPEF simultaneously with SPR monitoring of the cell response. The 
results show that Angll stimulation leads to a drastic rearrangement of the actin cytoskeleton
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together with the loss of the well-defined actin structure mostly visible at the periphery of the 
cells. The results also show a general decrease in fluorescence intensity at 1 min, followed by 
increased fluorescence at 3 min, with a final intensity higher than that observed prior to the 
stimulation. Important variations in the cell footprint on the surface are visible when 
comparing the micrographs taken at -5 min and 3 min, followed by an increase when 
comparing micrographs at 3 and 30 min after stimulation. To validate the specificity of the 
observed cell response to the stimulation, we also stimulated the cells with HBSS vehicle only, 
which generated no significant SPR response (Fig.4a, thin line) or variation in the 
fluorescence micrographs (Fig.4b). Continually exposing the cells for 30 min (data not shown) 
did not lead to significant photobleaching of the LifeAct-TagRFP, thus allowing for 
comparisons in fluorescence intensity.
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Figure 6.4 : (a) Surface plasmon resonance monitoring of HEK 293-ATI cells transfected with 
LifeAct-tagRFP after stimulation with Angll 100 nM (thick line) compared with non­
stimulated cells (thin line). Simultaneous surface plasmon-enhanced fluorescence images 
shown for HBSS vehicle (b) and Angll 100 nM (c) 5 min before stimulation and at 1, 3 and 30 
min after stimulation. The arrows indicate the time of the images presented and the scale bars 
represent 20 pm. (Supplementary materials, Video 1)
As a second cellular model, we monitored A7r5 rat smooth muscle cells stimulated with 1 pM 
LatA. This treatment, which leads to extensive depolymerization of the actin cytoskeleton, 
causes a sharp decrease in measured SPR reflectance over a 30 min period, as shown in 
Fig.5a. Time-lapse fluorescence measurements show a contraction of the actin filaments,
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followed by a complete collapse of the cell body, together with a decrease in fluorescence 
intensity (Fig.5c). After 30 min, very few well-defined actin structures remain, but small 
fluorescence clusters can be seen all over the cell footprint, indicating that the cell has not 
detached from the surface. Again, stimulation with the vehicle only (HBSS) did not elicit any 
significant cellular response measured with SPR (Fig.5a, thin line) or variations in the 
fluorescence micrographs (Fig.5b).
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Figure 6.5 : (a) Surface plasmon resonance monitoring of A7r5 cells transfected with LifeAct- 
tagRFP after stimulation with Latrunculin A 1 pM (thick line) compared with non-stimulated 
cells (thin line). Simultaneous surface plasmon-enhanced fluorescence images shown for 
HBSS vehicle (b) and Latrunculin 1 pM (c) 5 min before stimulation and at 5, 15 and 30 min 
after stimulation. The arrows indicate the time of the images presented and the scale bars 
represent 20 pm. (Supplementary materials, Video 2)
6.5 Discussion
The objective of this work was to design an instrument platform combining SPR-based 
aggregate measurements of cellular response together with the simultaneous monitoring of
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cellular component dynamics by SPEF microscopy in order to determine the origin of the SPR 
response. SPR measurements with glucose solutions (Fig.2) allowed us to determine the 
system sensitivity to refractive index variations. Fluorescence micrographs obtained from 
fixed cells (Fig. 3) demonstrated that SPEF could be used to obtain sensitive images of actin in 
close proximity to the metal surface. With the two modalities individually validated, the SPR 
and SPEF apparatus was applied to monitoring living cell response.
It has been shown that ATI receptor activation in HEK 293 cells proceeds mainly through the 
signalling cascade involving the activation of the G-protein Gq, leading to intracellular 
calcium mobilization and myosin light chain kinase activation [Cuerrier et al., 2009]. This in 
turn activates the myosin light chain, initiating a cellular contraction. Therefore, activation of 
the ATI receptor via Angll stimulation leads to a transitory contraction, which could be 
related to cell monolayer permeability [Cuerrier et al., 2008]. Our SPR results with HEK 293 
ATI clearly show this transitory contraction, since the signal exhibit a temporary decrease in 
the refractive index, followed by a signal increase reaching a level higher than the initial 
baseline. The fluorescence micrographs show a rapid reorganization of the actin structures at 
the basal region of the cells (Fig.4c, 1 min), followed by a decrease of the cell footprint on the 
substrate (Fig.4c, 3 min). While the SPR signal cannot be directly attributed to one specific 
cellular contribution, this indicates that the SPR signal integrates those two information 
sources to generate an aggregate signal which is an overall steady decrease in refractive index 
within the evanescent field. From the minimum in the SPR signal observed at approx. 3 min 
until the end of the experiment at 30 min, an important enlargement of the cell footprint is 
observed yielding an important SPR signal change. Further, a careful look at the fluorescence 
micrograph at 30 min shows a denser basal actin structure when compared with the initial non­
stimulated cells at -5 min, correlating with the measured SPR signal, which rises beyond the 
baseline prior to stimulation. Both the actin densification within the basal portion of the cell as 
well as the increase in cell footprint are assumed to strongly contribute to the SPR signal. In a 
previous study by our group we have observed a biphasic response, consisting first of a 
transitory contraction of the cell body followed by actin densification in the basal portion of 
the cell [Cuerrier et a l, 2009]. This contraction and subsequent spreading was also observed 
using phase contrast microscopy [Cuerrier et al., 2008], and correlates with our combined 
SPR-SPEF results.
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We also used the A7r5 cell stimulation with Latrunculin A as a second model to validate our 
combined SPR-SPEF approach to study cellular events. LatA is a potent agent inducing the 
depolymerization of the cell cytoskeleton and the collapse of the cell body [Spector et a i, 
1989]. This treatment led to a sharp and sustained decrease in the SPR signal that can be 
attributed to a large amount of cellular material moving away from the metal surface. The 
SPEF micrographs taken at different points in time (Fig.5c) show an important reorganization 
of the actin structure as well as general collapse of the cell body, consistent with the SPR 
signal variation. Note that the SPR signal is not caused by a detachment of the cells from the 
surface since the footprint is still visible at 30 min.
As expected, the experiments show that the aggregate SPR signal integrates all sources of 
variations in cellular material within the evanescent field. Therefore, we can see that SPR 
monitoring is very sensitive to minute variations in the footprint of the cells on the substrate, 
observed as the number of fluorescent pixels, as well as to the density of cellular components 
in the basal portion of the cells, observed for actin through fluorescence intensity.
Variations in SPEF signal intensity can be influenced by multiple sources, namely the 
photobleaching or photoactivation of the fluorophores, a change in coupling efficiency of the 
surface plasmon resonance, the quenching of the fluorescence by the metal surface or finally 
the redistribution of actin within the evanescent field. As mentioned previously, however, 
there is no significant photobleaching or photoactivation over the course of the whole 
experiment (30 min), indicating that the measured changes in fluorescence do not originate 
from variations of the fluorophores yield. As explained above, photobleaching effects were 
minimized in live cell experiments by limiting SPEF excitation to a 5s exposure every 30s and 
measuring the SPR signal at a lower laser power (40 pW).
Concerning the coupling efficiency, it could be expected that a translation in the SPR curve 
due to a change in refractive index would cause variations in the fluorescence intensity, since 
the fluorescence excitation is mediated by the surface plasmon resonance. Moreover, 
variations in roughness could lead to scattering of the evanescent field and thus influence the 
shape of the SPR curve. When exciting fluorescence at a fixed angle as in our case, this could 
lead to a modulation of the fluorescence intensity not related to the actin concentration within 
the evanescent field, but rather to the SPR coupling efficiency. Therefore if one is to quantify
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small fluorescence fluctuations with SPEF, this variation in SPR coupling efficiency could 
become significant and a thorough evaluation throughout the experiment should be performed.
In our experiment, actin densification on the surface should increase the refractive index and 
roughness, leading to a decrease in SPR coupling efficiency. However, we observed an 
increase in SPEF intensity (Fig.6.4c, 3 and 30min), which indicates minimal effect of the 
variations in overall coupling efficiency. For LatA, depolymerisation of the actin should 
decrease the refractive index and roughness, increasing the SPR coupling efficiency. Again 
here, we observed the opposite effect, a decrease in overall SPEF intensity (Fig.6.5c). 
Therefore, qualitative analysis of cellular component reorganization is very likely to be 
minimally affected by changes in the coupling efficiency.
It is known that a metal surface can quench the fluorescence by providing a non-radiative de­
excitation pathway when the spacing between the fluorophores and metal is sufficiently small 
(<15nm) [Lakowicz, 2001; Neumann et al., 2002]. In our case, the cells are grown directly on 
the surface plasmon resonance substrate after coating with an adequate cellular adhesion 
promoter (Poly-L-Lysine or Fibronectin-Gelatin). As such, the fluorescently labelled actin 
filaments in proximity to the metallic interface could potentially be quenched. However, our 
fluorescence micrographs clearly show well-structured actin filaments around the cell 
periphery for both HEK 293 and A7r5 models at rest and during control experiments, 
indicating that quenching, if it is an issue, does not prevent the generation of a strong usable 
fluorescence signal.
Therefore, actin can be taken as a good indicator of both the density of cytoskeleton molecular 
material within the evanescent field and the cell footprint on the surface. As an important 
component of the cell cytoskeleton, actin allowed us to demonstrate the validity of integrating 
SPR and SPEF. However, the method could easily be applied to a variety of membrane and 
intracellular proteins or other signalling components, such as cAMP and Ca2+, to selectively 
target cellular processes. For example, labeling the focal adhesion kinases would allow 
correlation between the SPR signal and contact points between the cell and substrate. 
Similarly, Ca2+ probes would allow establishing a direct link between receptor or channel and 
the SPR signal measuring the integrated cellular response.
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6.6 Conclusions
SPR is a powerful label-free approach for monitoring aggregate cellular responses arising 
from selective stimulations. However, like with other such label-free methods of observing 
whole-cell response, it is difficult to pinpoint the specific molecular mechanisms responsible 
for the overall SPR response without using panels of pharmacological inhibitors upstream and 
downstream of the stimulation. We have shown through a combination of SPR and SPEF 
measurements that the SPR monitoring of cellular response is strongly dependent on variations 
in the cellular footprint on the substrate as well as changes in the molecular density in the 
basal portion of the cells. Therefore, combining SPR with selective fluorescent cellular 
markers will allow a better identification of cellular signature by delineating the molecular 
contributions to the SPR signal. These combined modalities could further be used to study a 
large array of cellular responses involving morphological reorganization. They could also help 
in identifying individual cellular behaviour within a broad variety of population responses, for 
example during apoptosis and necrosis, or to study cell adhesion mechanisms.
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CHAPITRE 7 MICROSCOPIE SPR
Dans ce chapitre, je décris la conception et la réalisation du système de microscopie (SPRi 
pour Surface Plasmon Resonance Imaging) basé sur la résonance des plasmons de surface. Les 
techniques de montage de systèmes SPRi ont été évaluées afin de sélectionner une méthode 
d’imagerie à haute résolution latérale pouvant être intégrée à une mesure de fluorescence. Je 
présente ensuite les détails de conception et la caractérisation du système au niveau de la 
résolution latérale et des possibilités d’études de cellules vivantes.
Au cours de ce chapitre, je discute de la microscopie basée sur des substrats supportant des 
plasmons de surface, mais aussi des substrats guides d’onde à gaine métallique (MCWG). 
Dans les deux cas, la présence du métal permet le couplage résonant du mode guidé. Employer 
le terme microscopie SPR pour l’étude d’un substrat MCWG constitue donc un abus de 
langage. Cependant, la littérature sur les ondes de surface est peu rigoureuse sur l’emploi des 
termes précis et les appellations microscopie à onde de surface et microscopie évanescente 
sont déjà employées pour désigner la microscopie de fluorescence par réflexion totale interne. 
Le terme microscopie SPR sera donc employé systématiquement dans ce chapitre pour 
discuter de la méthode générale d’imagerie de couplage résonnant à un guide d’onde.
7.1 Sélection de la méthode de couplage
Il est possible d’obtenir une image de microscopie SPR selon deux techniques courantes de 
montage : en employant un prisme ou en employant plutôt un objectif à forte ouverture 
numérique. Les avantages et inconvénients de chaque méthode sont discutés.
7.1.1 Microscopie SPR à travers un prisme
Cette technique est la plus répandue et se base sur les montages communément employés en 
spectroscopie SPR. Une source d’excitation collimatée et polarisée transverse magnétique10, 
laser ou diode électroluminescente, traverse un prisme de fort indice de réfraction et est 
réfléchie sur la couche métallique. Un système de lentilles vient ensuite diriger le faisceau 
réfléchi sur une caméra CCD, servant à recueillir l’image. La figure 7.1 illustre le montage 
simplifié de ce type de microscopie SPR.
10 Comme vu au chapitre 2, les plasmons de surface ne peuvent être excités que par la polarisation transverse 
magnétique, ce qui n’est pas le cas pour les substrats MCWG.
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Figure 7.1 : Microscopie SPR basée sur la réflexion totale dans un prisme. Un laser est 
polarisé, puis réfléchi sur la surface métallique à travers un prisme de fort indice de réfraction. 
La réflexion est collectée par un système de lentilles et mesurée par une caméra CCD.
La résolution en termes d’indice de réfraction d ’un tel système est très bonne, puisqu’elle 
s’apparente à celle des systèmes de spectroscopie SPR. Il est aussi possible d’exciter avec un 
faisceau large, permettant la visualisation de grandes surfaces. Selon le critère de Rayleigh, la 
limite de résolution latérale d’un microscope est [Garini et al., 2005] :
0.61A _  0.61A
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Où km représente l’indice de réfraction du milieu entre la source lumineuse et la lentille et 0 
l’angle maximal des rayons collectés. Le terme nM sin0 est appelé ouverture numérique ou 
« numerical aperture » (NA), définissant le cône des rayons collectés par le système optique. 
La figure 7.2 illustre l’ouverture numérique et son lien avec la distance de travail.
ma1>ha2
d.T2
Figure 7.2 : Une lentille L2 de plus grande distance de travail dT2 présente une plus faible 
ouverture numérique NA2 que la lentille L l, puisque l’angle maximal des rayons provenant de 
la source lumineuse qu’elle peut collecter est plus faible.
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Pour un système à prisme, la lentille doit réaliser le focus à travers celui-ci et doit donc avoir 
une grande distance de travail. Ceci est incompatible avec une forte ouverture numérique et la 
résolution spatiale d’un tel système de microscopie SPR est donc faible. On voit que cette 
technique de montage de microscopie SPR est très bien adaptée pour l’analyse parallèle de 
plusieurs régions sur un même substrat, mais ne permet pas l’étude de phénomènes à petite 
échelle, de l’ordre du micron.
7.1.2 Microscopie SPR à travers un objectif de microscopie
Ce type de montage consiste à employer un objectif de microscope à forte ouverture 
numérique comme milieu d’indice de réfraction élevé pour permettre le couplage au mode 
guidé. Il existe deux techniques de montage à travers un objectif de microscope qui se 
différencient par la localisation du point focal de la source.
(a) La première méthode consiste à envoyer une onde plane polarisée sur le plan focal 
arrière de l’objectif, ce qui focalise la source d’excitation directement sur l’échantillon. 
On limite ensuite les angles servant à l’excitation en plaçant un masque en forme 
d’anneau sur l’excitation, comme le montre la figure 7.3.
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Figure 7.3 : (a) Vue latérale montrant que l’excitation par une onde plane sur le plan focal 
arrière de l’objectif génère un cône d’excitation sur l’échantillon, (b) Vue du dessus du 
substrat illustrant l’excitation des plasmons sous 360° d’orientation à la fois.
On voit donc que le substrat se trouve ainsi excité par un cône d’excitation sous toutes les 
orientations à la fois. Ce cône est constitué d’une large plage d’angles d’incidence, dont le 
maximum est délimité par l’ouverture numérique de l’objectif selon la relation suivante 
[Axelrod, 2001] :
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Où 0 m a x  représente l’angle maximal d’excitation, NA représente l’ouverture numérique de
l’objectif et représente l’indice de réfraction du milieu d’adaptation d’indice de réfraction
entre l’objectif et le substrat, par exemple l’huile à immersion. On projette l’intensité
lumineuse réfléchie par l’échantillon sur une caméra, obtenant ainsi un micrographe SPR
typique, c’est-à-dire que le contraste provient de la différence de réflectivité due au couplage
avec les plasmons. Comme discuté au chapitre 2, section 2.4.3, puisque les plasmons sont
excités sous plusieurs orientations, la limite de résolution d’un tel système se trouve inférieure
à leur longueur de propagation [Stabler et al., 2004], Cependant, pour une combinaison de
microscopie SPR et fluorescence, l’emploi d’un masque sur l’excitation diminue grandement
l’intensité lumineuse disponible pour l’excitation de la fluorescence. En effet, la majeure
partie de l’intensité lumineuse est dissipée par absorption ou réflexion par le masque, n’en
laissant traverser qu’une faible proportion. Par conséquent, cette technique de montage n’est
pas optimisée pour une plate-forme combinant la microscopie SPR et la fluorescence.
(b) La deuxième technique consiste à focaliser la source d’excitation sur le plan focal arrière 
d’un objectif de microscope à forte ouverture numérique. On obtient ainsi sur le substrat 
un faisceau incident collimaté, dont l’angle d’incidence est sélectionné en déplaçant le 
point focal par rapport au centre optique de l’objectif, comme illustré à la figure 7.4.
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Figure 7.4 : Le déplacement par rapport à l’axe optique d’une source focalisée sur le plan focal 
arrière d’un objectif cause un changement dans l’angle d’incidence du faisceau collimaté en 
sortie.
L’angle d’incidence peut être calculé selon la condition des sinus d ’Abbe pour un système 
optique aplanétique [Richards et Wolf, 1959] :
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Où d représente la distance par rapport à l’axe optique de la lentille,/la longueur focale de la 
lentille et représente l’angle d’incidence du faisceau sortant.
Puisque l’objectif n’est jamais déplacé pendant un déplacement de l’excitation, la région 
observée reste identique sur la totalité d’un scan. Donc, lorsqu’on déplace le point focal sur 
toute la plage disponible, chaque pixel sur la caméra subit son propre balayage angulaire 
[Huang et al., 2007], L’indice de réfraction peut alors être mesuré avec une bonne résolution. 
Comme on excite à un seul angle d’incidence avec la totalité du faisceau collimaté, il est 
possible d’utiliser une grande partie de l’énergie de l’excitation pour exciter la fluorescence. 
C’est donc cette méthode qui a été sélectionnée pour le système SPRi due à sa meilleure 
intégration avec la mesure de fluorescence.
7.1.3 Reconstruction d’une image haute résolution par tomographie
Comme discuté au chapitre 2, la résolution latérale d’un système de microscopie SPR est 
limitée par la longueur de propagation des ondes guidées sur la surface dans la direction de 
propagation [Berger et al., 1994]. Cependant, si on excite ces ondes guidées sous plusieurs 
orientations à la fois, la résolution de l’image de microscopie SPR n’est plus limitée par la 
longueur de propagation [Tanaka et Yamamoto, 2003; Stabler et al., 2004]. La résolution 
latérale dans ce cas n’est limitée que par la diffraction. Avec la méthode de microscopie SPR 
sélectionnée en 7.1.2, l’excitation des ondes guidées n’est réalisée que sous une seule 
orientation. La résolution latérale est donc toujours limitée par la propagation des ondes 
guidées. Pour compenser, une méthode de tomographie SPR pourrait être développée en 
effectuant une rotation de la direction de propagation des ondes guidées, puis en reconstruisant 
une image finale haute résolution.
Pour une méthode de couplage à travers un objectif de microscope, déplacer le point focal de 
la source sur le plan focal arrière de l’objectif le long d’un cercle de rayon fixé correspondrait 
donc à modifier l’orientation des ondes sur la surface, comme illustré à la figure 7.5. Puisque 
le rayon du cercle est constant, l’équation 7.3 spécifie que l’angle d’incidence permettant le 
couplage n’est pas modifié.
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Figure 7.5 : (a) Un déplacement du point focal de l’excitation autour d’un anneau de rayon 
fixe cause un changement de l’orientation du faisceau, sans modifier l’angle d’incidence, 
montré pour trois positions (b) Vue de dessus du substrat illustrant la direction de propagation 
équivalente des plasmons de surface pour les trois positions du point focal.
Bien que la mise en œuvre de l’algorithme de reconstruction ne soit pas dans le cadre de ce 
projet de thèse, le montage du système SPRi intègre les composantes permettant le 
développement de cette technique.
7.1.4 Description du montage sélectionné
Le montage final sélectionné pour le système SPRi correspond au montage de [Huang et al., 
2007], modifié de façon à y intégrer une seconde caméra pour imager la polarisation 
perpendiculaire et permettre la rotation de l’excitation par un balayage en deux dimensions de 
la source. La figure 7.6 montre le schéma du montage SPRi.
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Figure 7.6 : Schéma du montage SPRi illustrant les composantes principales. Une source, 
formée d’une LED fibrée, traverse un filtre passe-bande. Le faisceau élargi est focalisé sur le 
plan focal arrière d’un objectif de microscope à forte ouverture numérique, réfléchi par le 
substrat et traverse un prisme séparateur de polarisations pour être imagé sur deux caméras 
CCD.
Une source lumineuse est focalisée dans une fibre optique multimode et couplée au 
microscope SPR. La lumière de sortie de la fibre est ensuite collimatée et filtrée. Le faisceau 
est élargi 10X et focalisé dans le plan focal arrière d’un objectif de microscope 63X à large 
ouverture numérique (NA=1.46) à travers une pellicule séparatrice. L’élargissement de 
faisceau sert à minimiser la taille du point focal. Par le principe de conservation de l’étendue 
optique11, la collimation du faisceau incident sur le substrat SPR est ainsi améliorée. Le focus 
de l’objectif de microscope est réahsé sur le substrat SPRi avec une goutte d’huile à 
immersion (n=1.518) pour adapter les deux interfaces. Le substrat SPRi est maintenu par 
vacuum dans une chambre fluidique de perfusion à flot laminaire Vacu-cell telle que décrite 
au chapitre 5.
11 L’étendue optique est définie comme la multiplication de la taille d’une source lumineuse par son angle solide 
de radiation. En augmentant l’angle par une meilleure focalisation, on diminue la taille au point focal et vice- 
versa.
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La lumière réfléchie du substrat SPR est collectée par l’objectif de microscope et dirigée vers 
un prisme séparateur de polarisations et deux caméras CCD Guppy 12bits de résolution 1392 x 
1040 pixels. La fibre optique à l’entrée du microscope et son optique associée sont montés sur 
2 moteurs à pas linéaires servant à réaliser le balayage en deux dimensions. Les résultats sont 
obtenus sous formes d’images pour chaque valeur de déplacement, permettant ainsi de 
directement obtenir l’indice effectif de l’excitation. Il est ensuite possible d’obtenir le scan de 
réflectance en fonction de l’indice effectif par la sommation de l’intensité des pixels dans une 
région d’intérêt sélectionnée. Comme les polarisations TM et TE sont obtenues sur deux 
caméras différentes non superposées, les figures de réflectance présentées au cours de ce 
chapitre n’incluent que la polarisation TM normalisée par la valeur à saturation des pixels, 
contrairement au ratio TM/TE habituel.
Puisque l’objectif est fixe et que les caméras sont centrées sur l’axe optique, la zone imagée ne 
se déplace pas durant un scan. L’ensemble du système de contrôle des moteurs et de la prise 
d’image est réalisé dans LabVIEW. Le système est placé dans une boîte pour l’isoler des 
sources lumineuses externes. Le détail de toutes les composantes est donné dans la section 
Matériel et méthodes à l’annexe A.
7.1.5 Emploi de substrats à faible indice effectif
Comme le démontre plus haut l’équation 7.2, l’ouverture numérique de l’objectif détermine 
l’angle maximal d’incidence sur le substrat. Les objectifs commercialement disponibles ne 
permettent donc pas l’observation du couplage SPR pour des analytes de fort indice de 
réfraction. De façon à permettre la visualisation du couplage pour un analyte cellulaire, le 
système SPRi emploie les substrats MCWG à faible indice effectif de couplage tels que décrits 
au chapitre 3. La figure 7.7 montre la limite d’indice effectif de couplage imposée par 
l’objectif de microscope d’ouverture numérique 1.46.
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Figure 7.7 : (a) Modélisation des scans d’indice effectif d’un substrat SPR (3nm Ni / 30nm Ag 
/ 5nm Au) et MCWG (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au / 345nm KMPR) à une longueur d’onde 
d’excitation de 532nm pour un analyte d’indice de réfraction 1.33. La limite imposée par 
l’objectif NA=1.46 ne permet pas de visualiser le couplage SPR. (b) Structure des substrats 
lithographiés présentant des zones MCWG avec 345nm de résine KMPR (Motifs en S et zone 
rectangulaire) sur une surface SPR (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au).
Pour des analytes de fort indice de réfraction, l’emploi de substrats MCWG permet donc 
d’obtenir un contraste alors que pour un substrat SPR il serait nécessaire d’employer un 
objectif de très forte ouverture numérique (NA > 1.49). Les substrats MCWG doivent donc 
être employés pour réaliser les études sur cellules vivantes, compte tenu de l’impossibilité 
d’atteindre l’angle de couplage SPR avec l’objectif de microscope sélectionné. Ces substrats 
MCWG sont lithographiés avant leur emploi pour l’étude cellulaire, de sorte à faciliter la mise 
au focus de l’échantillon ainsi que de fournir des zones de références SPR (métal sans résine) 
sur un même substrat (Fig.7.7b).
7.1.6 Sélection de la source d’excitation
Dû à la longueur de cohérence des sources laser DPSS 532nm, des franges d’interférence 
viennent diminuer la qualité des images SPRi. Par conséquent, une diode super luminescente 
220mW centrée à 520nm a été sélectionnée comme source d’excitation, avec 31nm de largeur 
spectrale à mi-hauteur. Cependant, l’efficacité du couplage à un mode guidé est affectée par la 
largeur spectrale de la source. Comme discuté au chapitre 2, le couplage est maximal pour un 
angle donné à une longueur d’onde précise. Lorsque la source d’excitation présente une 
grande largeur spectrale, les conditions de couplage sont moyennées, ce qui diminue la qualité 
de la résonance. Afin de diminuer la largeur spectrale de la source de sorte à conserver une 
bonne qualité de couplage, un filtre passe-bande 535/30nm avec 60dB d’atténuation peut être
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ajouté, donnant au final une source lumineuse centrée à 527nm avec une largeur à mi-hauteur 
de 12nm.
7.1.7 Système SPRi final
La figure 7.8 montre donc une photo du système SPRi final illustrant les composantes 
principales.
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Figure 7.8 : Photo du montage final de SPRi illustrant les composantes principales. 
L’assemblage en cage des lentilles permet de facilement aligner les composantes et d ’ajuster 
le point focal de l’excitation sur le plan focal arrière de l’objectif. Le substrat SPRi est 
maintenu par vacuum à la chambre fluidique et le focus de l’objectif est ensuite réalisé à l’aide 
de la plaque de support avec micro-actuateurs 3-axes.
7.2 Caractérisation du système SPRi
Le système de microscopie SPR a été caractérisé au niveau des scans d’indice effectif et de sa 
plage dynamique. La résolution latérale a été évaluée en fonction de la direction de 
propagation des ondes guidées. Les possibilités du système SPRi pour l’étude de réponses 
cellulaires ont ensuite été caractérisées.
7.2.1 Scans en indices effectifs et plage dynamique
Afin de valider le système et visualiser le couplage SPR et MCWG, des images de 
microscopie SPR dans l’air ont été mesurées. La figure 7.9 montre donc en images un scan en 
indices effectifs d’un substrat MCWG (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au / 345nm KMPR)
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Figure 7.9 : Réflectance mesurée pour une zone SPR et une zone MCWG dans l’air (n=l) en 
fonction de l’indice effectif de l’excitation. Les traits pointillés indiquent le contraste obtenu 
pour les deux indices de couplage sur les images présentées, soit (b) N eff-1.1 et (c) Neff=\.2A. 
Le couplage d’un mode est visible par une zone sombre sur l’image et le contraste peut être 
inversé en modifiant l’indice effectif de l’excitation. Les ondes guidées se propagent vers la 
droite et les barres d’échelle indiquent 20pm.
On remarque d’abord que l’intensité normalisée des pixels, calculée comme étant la valeur 
mesurée sur la valeur saturant les pixels dans la zone d ’intérêt, peut être employée pour 
évaluer le couplage aux modes de surface, donnant une réponse de réflectance similaires aux 
autres systèmes SPR employés précédemment (Fig.7.9a). On note ainsi qu’il est possible de 
mesurer un bon couplage tant sur les zones SPR que les zones MCWG. Finalement, il est 
possible de voir sur la figure 7.9a une diminution abrupte de l’intensité des pixels pour les 
indices effectifs approchant la limite d’ouverture numérique de l’objectif employé (NA=1.46). 
Sur l’image présentée en 7.9b, on voit que le couplage au mode SPR est visible par une zone 
foncée puisque la réflectance est minimale. On remarque aussi un flou horizontal sur l’image 
dû à la longueur de propagation des ondes guidées. On obtient l’image complémentaire, c’est- 
à-dire avec contraste inversé, si on excite plutôt à l’indice effectif de couplage du mode 
MCWG.
La figure 7.10 montre en images un scan en indices effectifs du même substrat MCWG (3nm 
Ni / 30nm Ag / 5nm Au / 345nm KMPR) avec patron lithographié, cette fois avec l’eau 
comme analyte ( n anaiy te = l -3 3 3 ) .
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Figure 7.10 : (a) Réflectance mesurée pour une zone SPR et une zone MCWG dans l’eau 
(n=1.333) en fonction de l’indice effectif de l’excitation. Les traits pointillés indiquent le 
contraste obtenu pour les indices effectifs des deux images présentées, soit (b) Neff=\395  et 
(c) Neff=lA6. On remarque une perte d’intensité sur les bords de la zone imagée pour les 
indices effectifs élevés. Les ondes guidées se propagent vers la droite et les barres d ’échelle 
indiquent 20pm.
Lorsque l’analyte est l’eau, on remarque sur la figure 7 .10a que le couplage au mode MCWG 
est bien visible, contrairement au couplage SPR qui n’est pas atteignable avec l’objectif de 
microscope employé. Comme discuté à la section 7.1.5, l’indice effectif de couplage SPR 
réside au-dessus de la limite physique imposée par l’ouverture numérique de notre objectif 
(NA=1.46). Les systèmes de microscopie SPR actuels contournent ce problème en employant 
un objectif spécialisé à très forte ouverture numérique, comme par exemple un objectif 
Olympus NA=1.65 [Jamil et al., 2008]. Cet objectif spécialisé nécessite l’emploi de substrats 
de verre à très haut indice de réfraction et une huile à immersion volatile, rendant son 
utilisation complexe et coûteuse [Olympus, 2013]. Les substrats MCWG fournissent donc une 
solution pratique permettant la microscopie SPR dans un analyte de fort indice de réfraction et 
sont donc employés pour réaliser nos études sur cellules vivantes.
7.2.2 Résolution latérale et excitation sous deux orientations
La taille de la zone imagée avec l’objectif 63X a été mesurée en lumière blanche à l’aide d’un 
échantillon structuré avec patron de 10pm par un procédé de photolithographie. La zone 
imagée est de 230pm x 170g m.
Afin de visualiser la limite imposée par la longueur et direction de propagation des ondes 
guidées, des images ont été obtenues pour un couplage aux plasmons de surface. La figure
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7.11 montre donc des images d ’un substrat SPR avec patron de résine KMPR dans l’air 
( n ana iy te= l)  obtenues sous deux directions perpendiculaires de propagation des plasmons de 
surface.
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Figure 7.11 : Images SPRi d ’un couplage SPR perturbé par un mur de résine KMPR 
présentées pour une propagation des plasmons vers (a) la droite et (b) le haut. Les barres 
d’échelle indiquent 20pm. La zone foncée représente la zone sans résine où le couplage SPR 
est maximisé. La ligne blanche indique la ligne de coupe présentée en (c), où l’on voit la 
transition floue de la propagation horizontale comparée à la transition nette de la propagation 
horizontale, reliée à la longueur de propagation des plasmons L sp .
On remarque bien la limite de résolution imposée par la propagation des ondes guidées. Sur la 
figure 7.11a, où les plasmons se propagent horizontalement vers la droite, on observe une 
transition floue de droite à gauche, alors que ces transitions sont nettes pour la figure 7 .10b, où 
les plasmons se propagent verticalement. Lorsqu’on regarde l’intensité de ligne prise sur une 
tranche de l’image obtenue (Fig.7.11c), on observe à une distance d’environ 14pm une 
oscillation dans la transition pour la propagation horizontale. Ce patron est typique d ’une 
transition d’une zone avec couplage à une zone sans couplage (faible réflectance à forte
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réflectance) [Yeatman et Ash, 1987]. À environ 26pm, on observe pour la même propagation 
une diminution graduelle de l’intensité, cette fois typique du passage d’une zone sans couplage 
à une zone avec couplage (forte réflectance à faible réflectance). Ces deux transitions floues 
de chaque côté de la résine KMPR ont une longueur d’environ 5pm, reliée à la longueur de 
propagation des plasmons de surface Lsp. Celle-ci est située entre les valeurs modélisées pour 
l’or et l’argent à une longueur d’onde de 532nm, soit 0.5pm et 9pm, respectivement. La 
propagation verticale montre quant à elle des transitions nettes sur environ 2pm des deux côtés 
de la zone de résine. Selon cette orientation, l’image n’est pas limitée par la propagation et 
présente donc une meilleure résolution. Une légère oscillation est aussi visible pour cette 
propagation. Elle est due à la cohérence12 de la source d’excitation, générant un patron 
d’interférences sur la totalité des images.
En modifiant l’indice effectif de l’excitation, il est possible d’observer la limite imposée par la 
longueur de propagation du mode MCWG dans la résine KMPR. La figure 7.12 montre le 
même substrat que sur la figure 7.11 excité à un indice effectif permettant le couplage au 
mode MCWG.
12 La longueur de cohérence spatiale est la distance moyenne sur laquelle les fronts d’onde possèdent une phase 
relative constante et peuvent donc interférer. Au-dessus de cette distance, les fronts d’onde ont une phase relative 
aléatoire et l ’interférence n’est plus possible. Les sources monochromatiques comme les lasers présentent une 
forte cohérence, comparativement aux sources à large bande spectrale.
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Figure 7.12 : Images SPRi d’un substrat MCWG (3nm Ni / 30nm Ag / 5nm Au / 345nm 
KMPR) présentées pour une propagation vers la droite (a) dans l’air (n=l) et (b) dans l’eau 
(n= 1.333). Excitation horizontale vers la droite. Les barres d’échelle indiquent 20pm. La ligne 
blanche indique la tranche présentée en (c), où l’on voit une longueur de propagation plus 
grande dans l’air que dans l’eau.
On peut voir sur la figure 7.12 que la résolution latérale est meilleure pour une propagation 
avec l’eau comme analyte (Fig.7.12b) comparée à la résolution dans l’air (Fig.7.12a). Si on 
observe l’intensité d’une ligne (Fig.7.12c), on remarque effectivement une oscillation plus 
longue pour la propagation dans l’air. Le minimum de réflectance représentant la taille de la 
zone avec résine est plus large dans l’air, donc moins bien résolu. Cette amélioration de 
résolution peut être liée à la longueur de propagation de l’onde guidée MCWG, qui est plus 
faible pour une mesure dans l’eau. On observe aussi que la longueur de propagation des 
MCWG dans l’air est supérieure à la propagation observée pour le mode SPR (Fig.7.11), due à 
la plus faible absorption. En raison des fortes oscillations sur l’image, il est difficile de 
quantifier la longueur de propagation des MCWG dans les deux cas.
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7.2.3 SPRi sur cellules vivantes
Le système SPRi a été caractérisé pour l’identification de réponses cellulaires individuelles. 
Des cellules HEK 293 ATI ont donc été cultivées sur un substrat MCWG et observées sur le 
système SPRi. Le détail de ces cellules et des conditions de culture est donné dans la section 
Matériel et méthodes à l’annexe A.
7.2.4 Scans en indice effectif de cellules vivantes
Un scan en indice effectif a été réalisé pour des cellules HEK 293 ATI dans un milieu salin 
tamponné (HBSS) sur un substrat MCWG à base de résine KMPR et les images sont 
présentées à la figure 7.13.
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Figure 7.13 : Réflectance mesurée sur un substrat MCWG pour une cellule HEK 293 ATI 
dans du milieu HBSS et une zone sans cellule en fonction de l’indice effectif de l’excitation. 
Excitation horizontale vers la droite. Les carrés indiquent les indices effectifs d’excitation des 
images présentées, soit 1.347, 1.420 et 1.428. Des cadres rouge et vert marquent la cellule et la 
zone contrôle, respectivement. Les barres d’échelle indiquent 20pm.
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On voit d’abord que l’indice effectif d’une cellule HEK 293 est suffisamment différent de 
l’indice du milieu HBSS pour bien discriminer la différence dans l’indice effectif du couplage. 
Ce contraste d’indice de réfraction entre les cellules et le milieu HBSS permet donc de bien 
discerner la forme des cellules sur la surface. En fonction de l’indice effectif d’excitation 
sélectionné, il est aussi possible d’inverser le contraste des cellules (blanc sur fond noir, ou 
l’inverse).
7.2.5 Comparaison microscopie à champ large
Afin de valider que le matériel cellulaire visualisé par le système SPRi est seulement restreint 
à l’intérieur du champ évanescent, une comparaison avec la microscopie à champ large a été 
réalisée en éclairant par le dessus et avec une source blanche un substrat MCWG sur lequel on 
a cultivé des cellules HEK 293 ATI dans du milieu HBSS. La figure 7.14 montre la 
comparaison des images à champ large et SPRi.
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Figure 7.14 : (a) Image de cellules HEK 293 illuminées avec une source blanche sur le dessus 
d’un substrat MCWG avec zone de référence SPR (sans résine), (b) Image équivalente SPRi 
en excitation horizontale vers la droite. Les barres d’échelle indiquent 20pm. Les cercles 
montrent des discontinuités sur l’image SPRi non présentes sur l’image en champ large.
On remarque que seules les cellules positionnées sur la partie MCWG (bas) sont visibles sur 
l’image SPRi dû à l’indice effectif de couplage de l’excitation lumineuse. La zone du haut est 
une zone de référence SPR sans résine. Comme le couplage SPR se produit à indice effectif 
trop élevé, les sections sans résine présentent très peu de variation de réflectance et peuvent
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donc être employées à titre de référence. Il est à noter que le contraste sur l’image en champ 
large (Fig.7.14a) est très faible puisque les cellules sont transparentes, les rendant difficiles à 
observer dans le milieu HBSS. En revanche, le contraste sur l’image SPRi est plus prononcé, 
puisqu’il provient de l’indice de réfraction des cellules, différent de celui du milieu HBSS. 
Enfin, les cellules paraissent continues sur l’image en champ large, mais présentent des 
discontinuités sur l’image SPRi. Ceci peut être attribué à la limite de détection du champ 
évanescent, confirmant que le système SPRi n’image que les zones où les cellules sont en 
contact avec la surface.
7.2.6 Suivi et stimulation pharmacologique
Une validation du système SPRi au niveau de la mesure de réponses cellulaires individuelles a 
été réalisée. La figure 7.15 montre la réponse temporelle de cellules HEK 293 ATI stimulées à 
l’angiotensine-II lOOnM observées en microscopie SPR sur substrat MCWG.
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Figure 7.15 : Images SPRi de cellules HEK 293 ATI sur un substrat MCWG pour 4 zones 
d’intérêt avec cellules et une zone contrôle sans cellule, soit (a) 5min avant stimulation, (b) 
3min et (c) 40min après stimulation à l’angiotensine-II lOOnM. Les cadres illustrent les zones 
d’intérêt choisies et les barres d ’échelle indiquent 20pm. L’excitation est horizontale vers la 
droite, (d) Réflectance mesurée pour les 5 zones d ’intérêt et la totalité des pixels de la caméra 
suite à la stimulation. Les courbes sont décalées verticalement pour permettre une meilleure 
visualisation et les carrés indiquent les temps des images présentées en (a, b et c).
Les images SPRi présentées à la figure 7.15a-c montrent bien les variations dans la taille 
observée des cellules suite à leur stimulation. On voit pour les zones d’intérêt 1 à 4 une 
disparition quasi-complète de la cellule après 3min (Fig.7.15b). Cette diminution du matériel 
cellulaire dans le champ évanescent peut être attribuée à une contraction cellulaire, diminuant 
fortement la surface occupée par la cellule sur le substrat [Cuerrier et al., 2008]. Cette 
contraction est suivie par un étalement cellulaire sur la surface, observée pour les zones 
d’intérêt 1 à 3 par l’augmentation de réflectance des cellules dans l’image SPRi présentée 
après 40min (Fig.7.15c). Il est à noter que la cellule de la zone d’intérêt 4 (jaune) conserve une 
taille inférieure à son niveau de base, ce qui constitue une réponse atypique.
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On remarque sur la figure 7.15d que le système SPRi permet la mesure de réponses de cellules 
individuelles suite à leur stimulation à l’angiotensine-II lOOnM. On voit que trois zones 
d’intérêts présentent une diminution rapide de réflectance suivie d’un retour à la ligne de base 
(Fig.7.15d, Zones 1, 2 et 3). Cette réponse en deux phases est typique d’une réponse à 
l’angiotensine-II, telle que montrée dans la littérature [Cuerrier et al., 2008] et présentée au 
chapitre 6. La zone 4 ne présente qu’une diminution de réflectance, sans retour au niveau de 
base. Cette réponse atypique indique une hétérogénéité dans la réponse de la population 
cellulaire. La réponse de la zone contrôle sans cellule (mauve) ne montre aucune variation 
significative de réflectance, indiquant que la réponse SPR observée sur les autres zones 
provient bien d’une réponse cellulaire. Si on définit une zone d’intérêt sur la totalité de la zone 
imagée (230x170pm, environ 4x fois la taille de l’image présentée), on obtient la réponse SPR 
de la population cellulaire complète (Fig.7.15d, Total). On voit ainsi que la réponse atypique 
de la cellule dans la zone d’intérêt 4 est masquée par la réponse des autres cellules. Ceci 
montre bien l’avantage de la microscopie SPR comparée à une simple mesure de 
spectroscopie SPR.
On remarque aussi un déplacement général de l’image vers la gauche, associé à une variation 
du focus de l’objectif de microscope. Ce changement de focus est fréquemment observé dans 
les systèmes de microscopie à fort grossissement et peut être attribué à des changements de 
température ou des dérives mécaniques des composantes [Frigault et al., 2009].
7.3 Discussions
7.3.1 Comparaison avec les systèmes existants
Comme discuté à la section 7.2.2, le système SPRi présente une résolution de l’ordre de 2pm 
perpendiculaire à la direction de propagation des plasmons, et d’environ 5pm dans la direction 
de leur propagation. On note donc que la limite de résolution dans la direction perpendiculaire 
à la propagation des plasmons est loin de la limite de la diffraction (~250nm pour notre 
longueur d’onde d’excitation). Ceci peut en partie être attribué à la cohérence de la source qui 
masque les détails à haute résolution dans l’image par un patron d’interférence. Pour la limite 
de résolution de 5pm dans la direction de propagation, le développement d’un algorithme de 
tomographie et reconstruction d’image devrait permettre de s’affranchir de cette limite et de 
n’être limité que par la diffraction.
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Sans reconstruction tomographique, le système SPRi présente donc des capacités inférieures 
au système de microscopie SPR en champ large à excitation focalisée (présenté à la section
7.1.2.a) proposé par [Jamil et al., 2008] et [Vander et Lipson, 2009], mais a l’avantage de 
permettre d’interroger différents indice effectif.
7.3.2 Amélioration de la source d’excitation
La totalité des images SPRi présentent un patron d’interférence à haute fréquence, diminuant 
la qualité des images. Ces interférences sont dues à la longueur de cohérence de la source 
d’excitation. De plus, cette cohérence fait apparaître un patron de diffraction autour de chaque 
poussière présente dans le système optique. On voit très bien ce problème sur la figure 7.14, 
rapportée ici pour fins de discussions, où une image SPRi est comparée à une image prise avec 
une source blanche.
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Figure 7.16 : Comparaison des images obtenues en (a) microscopie en champ large avec 
source blanche non cohérente et (b) microscopie SPRi avec source cohérente, illustrant bien 
l’effet de la cohérence de la source SPRi. Les poussières visibles en SPRi par un patron de 
diffraction sont invisibles ou négligeables en excitation blanche. Les barres d’échelle 
indiquent 20pm.
Sur la figure 7.16b, les poussières présentes sur la caméra, le substrat ou localisées dans l’huile 
d’immersion sont visibles par un patron de diffraction circulaire. Sur la figure 7.16a, puisque 
le substrat est illuminé par une source blanche démontrant une faible cohérence, les poussières 
hors focus (sur la caméra ou dans l’huile à immersion) sont invisibles et les poussières sur le 
substrat apparaissent très peu.
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Il est connu qu’employer une source cohérente pour l’imagerie cause des problèmes liés au 
« speckle » sur les images [Goodman, 2007]. Une solution serait d ’employer un composant 
actif servant à détruire la cohérence de la source. Un diffuseur rotatif peut être ajouté sur la 
source d’excitation. La collection du faisceau de sortie vient moyenner le patron de 
« speckle », ce qui diminue la longueur de cohérence spatiale et permet d’améliorer la qualité 
des images obtenues. Une seconde méthode consiste à faire vibrer une fibre multimode. De la 
même façon, la source est répartie entre plusieurs modes dont la distribution varie avec la 
vibration, diminuant la longueur de cohérence. Cette méthode de diminution de la cohérence 
est réalisable sur le système SPRi actuel compte tenu que la source d’excitation est déjà 
couplée à travers une fibre optique multimode.
7.3.3 Contributions originales
En résumé, voici les contributions originales présentées au cours de ce chapitre :
Proposition d’une méthode de microscopie SPR à haute résolution par la
reconstruction tomographique de l’image sous plusieurs orientations
- Conception et réalisation d’une plate-forme de microscopie permettant l’imagerie de 
cellules individuelles et le développement de la reconstruction tomographique
- Démonstration de l’emploi de substrats MCWG afin de permettra la microscopie de
cellules vivantes en employant un objectif standard à forte ouverture numérique
7.4 Conclusions
Un système de microscopie SPR a été conçu et réalisé. Ce système est basé sur l’emploi d’un 
objectif de microscope à forte ouverture numérique et permet l’excitation des ondes de surface 
sous plusieurs orientations. Le système SPRi servira donc de plate-forme de développement 
d’un algorithme de reconstruction d’images à haute résolution latérale à partir des images sous 
plusieurs orientations. La résolution latérale a été caractérisée à environ 2pm dans la direction 
perpendiculaire aux ondes de surface et 5pm dans la direction de propagation. Le système a 
pour l’instant des performances inférieures à celles des meilleurs systèmes actuels au niveau 
de la résolution latérale, mais permet tout de même l’étude de réponses cellulaires
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individuelles. La mise en œuvre d’une reconstruction tomographique des images devrait 
permettre de combler ce retard.
Au chapitre 8, je discute de l’intégration des modalités de fluorescence excitée par résonance 
des plasmons de surface et de la microscopie SPR. Les possibilités de combinaison des deux 
systèmes présentés au chapitre 5 (SPR-FLUO) et dans ce chapitre (SPRi) sont donc évaluées.

CHAPITRE 8 DISCUSSION
Au cours de cette thèse, des substrats ont été optimisés pour l’emploi en microscopie SPR et 
en fluorescence excitée par les plasmons de surface, appliquées à l’étude de cellules vivantes. 
La conception de ces substrats a été décrite en détails au chapitre 3 et leur application pour la 
biodétection cellulaire présentée au chapitre 4. Ces substrats étaient basés sur une couche 
d’argent passivé par une mince couche d’or, les rendant ainsi stables et biocompatibles. Deux 
configurations d ’ondes guidées à longue profondeur de pénétration dans l’analyte ont aussi été 
évaluées, soit les plasmons à longue portée et les guides d’ondes à gaine métallique.
De plus, deux systèmes d’imagerie ont été réalisés. Le premier système, présenté au chapitre 
5, intègre la mesure de spectroscopie SPR et l’imagerie de fluorescence excitée par le champ 
évanescent des plasmons de surface. Ce système a permis de réaliser des études cellulaires 
afin de mieux comprendre l’origine du signal SPR provenant d’une couche cellulaire après 
stimulation, comme présenté au chapitre 6.
Un second système d’imagerie a été réalisé, basé sur la microscopie SPR et optimisé de sorte à 
maximiser l’intensité de l’excitation disponible pour une intégration future avec la 
fluorescence. Ce système, présenté au chapitre 7, emploie un objectif de microscope à forte 
ouverture numérique de façon à obtenir une résolution latérale suffisante pour permettre 
l’étude de cellules individuelles.
La problématique de recherche consiste à intégrer la microscopie SPR et la microscopie de 
fluorescence afin de fournir une plate-forme de biodétection cellulaire complète permettant le 
suivi de réponses cellulaires et la compréhension de l’origine biologique du signal. Au cours 
de ce chapitre, je discute donc de l’intégration des deux modalités présentées et des ouvertures 
découlant des travaux de cette thèse. Les possibilités d’employer la diffusion du champ 
évanescent comme source de contraste en microscopie SPR sont évaluées, de même que son 
impact sur la résolution latérale en microscopie SPR et en fluorescence. Finalement, je 
propose un montage combinant la microscopie SPR et la fluorescence en discutant des 
avantages et inconvénients reliés à l’emploi de chaque type de substrat.
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8.1 Substrats pour intégration finale
Afin d’intégrer les deux méthodes d’imagerie, il est nécessaire d’employer un substrat 
compatible avec les deux techniques. Les configurations évaluées au cours de cette thèse 
présentent tous des possibilités pour l’imagerie combinée.
8.1.1 Substrats SPR -  Sélection d’un métal différent
Tel que vu au chapitre 3, l’aluminium présente aussi des propriétés intéressantes pour la 
résonance des plasmons de surface à une longueur d’onde d’excitation de 532nm. La 
modélisation effectuée pour une couche mince d’aluminium montrait une localisation de 
l’indice effectif du couplage SPR à environ Neff=ï.31, soit en-dessous de la limite imposée par 
l’ouverture numérique de l’objectif de microscopie SPR sélectionné (NA=1.46). L’aluminium 
pourrait donc être employé pour la combinaison des deux modalités d’imagerie. De nouveaux
I 3tests de validation de la stabilité et de la biocompatibilité du substrat d’aluminium seraient 
cependant nécessaires pour valider son emploi pour l’étude de cellules vivantes et déterminer 
la nécessité d’une passivation.
8.1.2 Substrats MCWG -  Diélectrique alternatif
Comme présenté au chapitre 7, les substrats MCWG sont bien adaptés à la microscopie SPR 
employant un objectif standard à forte ouverture numérique. En effet, puisque l’épaisseur du 
diélectrique sélectionné détermine l’indice effectif du mode MCWG, il est possible de 
positionner le mode en-dessous de la limite imposée par l’ouverture numérique de l’objectif. 
Sans cette possibilité, l’observation du couplage SPR sur les substrats employés au cours de 
cette étude nécessiterait l’emploi d’un objectif spécialisé. La compagnie Olympus propose un 
objectif avec ouverture numérique MA=1.65, mais ce dernier nécessite de travailler avec des 
substrats de verre à très haut indice de réfraction et une huile à immersion volatile, ce qui rend 
l’expérimentation très coûteuse et complexe [Olympus, 2013]. L’emploi de substrats MCWG 
permet donc de visualiser des cellules vivantes dans un milieu HBSS avec un objectif de 
microscopie standard alors que le couplage aux plasmons de surface sur le substrat d’argent 
passivé est hors de la plage accessible.
13 Tant la stabilité du métal et sa prédisposition à s’oxyder que la stabilité de l’oxyde en surface du métal doivent 
être évaluées.
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Cependant, les images de fluorescence présentées au chapitre 5 sur le substrat MCWG à base 
de résine KMPR étaient de faible qualité. L ’auto-fluorescence de la résine cause un bruit sur 
l’image de fluorescence, visualisé comme un niveau de gris général. Ce niveau de 
fluorescence est tel qu’il peut masquer entièrement la fluorescence lors d’études sur cellules 
vivantes. Un matériau alternatif devrait donc être trouvé afin de permettre les mesures de 
fluorescence sur substrat MCWG. À ce niveau, il serait envisageable d’employer une résine de 
type « spin-on-glass » démontrant une auto-fluorescence plus faible, par exemple la résine 
ICI-200 du manufacturier Futurrex. Il serait aussi possible d’optimiser les paramètres de 
dépôt d’un oxyde comme le SiÛ2 sur la couche métallique. Une couche d’accroche comme le 
chrome ou le nickel pourrait permettre d’améliorer l’adhésion des couches épaisses d’oxyde 
sur le métal, de façon analogue à l’adhésion du métal sur verre discuté au chapitre 3, section
3.1.3. Encore une fois, de nouveaux tests de validation de la stabilité et de la biocompatibilité 
du substrat MCWG ainsi réalisé seraient nécessaires pour valider son emploi pour l’étude 
cellulaire.
8.1.3 Substrats MCWG -  Polarisation et excitation de fluorescence
Les guides d’onde à gaine métallique supportent aussi bien des modes guidés de polarisation 
transverse magnétique que transverse électrique. Ceci n’est pas le cas des plasmons de surface 
qui ne peuvent être excités que par la polarisation transverse magnétique. Il est connu qu’une 
excitation polarisée améliore l’efficacité de fluorescence lorsqu’elle est alignée avec le dipôle 
du fluorophore [Axelrod, 2001]. Or, la distribution des dipôle fluorescents n’est pas 
nécessairement aléatoire [Baumner et al., 2009]. C’est le cas notamment le cas pour le 
marquage cellulaire, où les travaux de [Sund et al., 1999] ont permis de déterminer 
l’orientation d’un fluorophore inséré dans la membrane cellulaire par la polarisation de 
l’excitation en microscopie TIRF. Il pourrait donc être pertinent d’employer les deux types de 
modes supportés par un substrat MCWG pour la biodétection et l’excitation de fluorescence.
8.1.4 Substrats LRSP -  Diélectrique alternatif
Les substrats plasmons de surface à longue portée employés pour l’étude cellulaire présentés 
au chapitre 3 étaient réalisés par un étalement de téflon sous la couche métallique. Le 
protocole de fabrication nécessitait de chauffer l’échantillon pendant le dépôt métallique sur la 
couche de téflon. Une légère variation de la température affectait les caractéristiques du
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substrat final LRSP. Due à la mauvaise répétabilité de cette méthode de fabrication, les 
substrats MCWG ont été employés pour réaliser les études de microscopie SPR. Or, l’effet 
d’exaltation modélisé au chapitre 2 et la sensibilité mesurée au chapitre 3 pour les substrats 
LRSP étaient supérieures aux substrats SPR standard et MCWG. Un protocole de fabrication 
pourrait donc être élaboré en employant un diélectrique différent. Par exemple, plusieurs 
groupes de recherches ont récemment employé le polymère Cytop comme substitut au téflon 
pour réaliser des substrats LRSP [Wark et al., 2005; Fan et a l, 2012]. De plus, les travaux de 
[Huang et al., 2011] ont démontré les possibilités d’employer un substrat LRSP à base de 
Cytop pour la mesure de fluorescence. Ce polymère pourrait donc permettre d’obtenir des 
substrats LRSP répétables et démontrant des performances supérieures aux substrats SPR et 
MCWG caractérisés au cours de cette étude. Ces substrats LRSP pourraient donc être 
employés tant en microscopie SPR qu’en fluorescence SPEF afin de permettre l’intégration 
des deux modalités. Une nouvelle optimisation des paramètres serait cependant nécessaire afin 
de balancer la grande sensibilité et la faible plage dynamique obtenue avec des substrats 
LRSP.
8.2 Impact de la diffusion du champ évanescent
Comme discuté au chapitre 4, une onde évanescente peut être diffusée par une couche 
cellulaire et transformée en onde radiative. Ce phénomène de diffusion, négligeable pour la 
faible profondeur de pénétration avec un substrat SPR, est cependant visible pour les substrats 
LRSP et MCWG en raison de leur profondeur de pénétration de champ évanescent plus 
élevée. Comparativement à l’emploi d’un prisme, les montages basés sur un objectif à forte 
ouverture numérique ne permettent d’exciter qu’à des indices effectifs faibles et donc excitent 
via un champ évanescent plus profond. Ces montages sont donc plus susceptibles d’observer 
des phénomènes de diffusion du champ évanescent [Oheim, 2001]. Par conséquent, il est 
pertinent d’évaluer l’impact de cette diffusion sur la résolution en microscopie SPR et en 
fluorescence.
8.2.1 Impact de la diffusion sur la microscopie SPR
Comme discuté aux chapitres 2 et 8, la résolution latérale d’un système de microscopie SPR 
est limitée par la longueur de propagation de l’onde guidée sur la surface. La diffusion du 
champ évanescent par la présence d’une cellule a pour effet de diminuer localement la
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propagation et donc pourrait permettre d’améliorer localement la résolution latérale. Le 
contraste générant l’image dans ce cas n’est plus seulement lié à la partie réelle de l’indice de 
réfraction, mais aussi à l’atténuation14 causée par la cellule. La figure 8.1 illustre cet effet de 
diffusion causé par la cellule.
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Figure 8.1 : Effet de la diffusion du champ évanescent, convertissant l’onde de surface en 
onde radiative réfractée par la cellule pour trois localisations différentes. Cette diffusion 
augmente l’atténuation, ce qui diminue la longueur de propagation Lp et améliore la limite de 
résolution.
L’amélioration de la résolution latérale en diminuant la longueur de propagation des ondes 
guidés a déjà été réalisée [Berger et al., 1994; Yeatman, 1996]. Cependant, les méthodes 
proposées consistaient typiquement à augmenter l’absorption par un changement de longueur 
d’onde ou un métal moins performant. Ces méthodes ont le désavantage de diminuer le 
contraste, puisque la sensibilité SPR est directement reliée à l’absorption dans le métal. 
L’avantage principal d’employer la diffusion du champ évanescent est la conservation d’un 
bon contraste. Pour illustrer l’origine du contraste mesuré dans ce cas en microscopie SPR, la 
figure du chapitre 4 sur la diffusion du champ électrique par une couche cellulaire sur substrat 
LRSP (Fig.4.4a) est rapportée ici à la figure 8.2.
14 Comme discuté au chapitre 2, section 2.1.1, l ’indice de réfraction peut être une valeur complexe où la partie 
réelle représente la propagation et la partie imaginaire, l ’atténuation.
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Figure 8.2 : Réflectance en fonction de l’indice effectif de l’excitation sur substrat LRSP avec
et sans cellules. Le trait pointillé illustre le contraste obtenu si ce substrat était employé pour la 
microscopie SPR.
On peut voir sur la figure 8.2 qu’en excitant à l’indice effectif de couplage au mode LRSP 
sans cellules (Réflectance^. 1), la couche cellulaire apparaîtrait avec un fort contraste 
(Réflectance~0.6). La détermination de l’indice de réfraction dans le champ évanescent 
devient cependant complexe, puisque le minimum de réflectance est difficilement localisable 
et que l’origine du contraste est non-linéaire.
Une méthode d’évaluation quantitative de l’impact en microscopie SPR de cette atténuation 
locale consisterait à recouvrir un substrat d’un patron de taille définie d ’un polymère 
absorbant. Par exemple, l’absorption d’un diélectrique PEDOT peut être modulée par 
l’application d’un potentiel électrique [Ekgasit et al., 2005]. Ce polymère pourrait donc servir 
à évaluer la résolution latérale en fonction d’une atténuation locale calibrée en surface, 
analogue à la diffusion du champ électrique par une couche cellulaire.
Pour maximiser les pertes liées à cette diffusion du champ électrique, il serait possible avec un 
substrat MCWG de sélectionner une épaisseur de diélectrique de façon à obtenir un indice 
effectif de couplage très près de l’indice de réfraction de l’analyte. De cette façon, on 
augmente la profondeur de pénétration du champ évanescent dans 1’analyte, maximisant ainsi 
la diffusion. Cette modification pourrait donc être effectuée pour améliorer la résolution 
latérale des images de cellules. Pour un substrat LRSP, la diffusion du champ électrique 
affecte principalement l’onde de surface située au-dessus du métal. Comme la configuration
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LRSP dépend du couplage entre les plasmons situés sur le dessus et en-dessous du métal, la 
symétrie est détruite par cette diffusion. Puisque la configuration LRSP est plus sensible aux 
effets de la diffusion, il serait intéressant d’évaluer les possibilités d’imagerie cellulaire avec 
ces substrats.
8.2.2 Impact de la diffusion sur la microscopie de fluorescence
Au niveau de la microscopie de fluorescence excitée par l’onde de surface, la diffusion du 
champ évanescent par le matériel cellulaire a un effet négatif sur la résolution. En effet, il a été 
démontré en microscopie par réflexion totale interne que la diffusion transforme l’onde 
évanescente en onde radiative [Ganic et al., 2002]. Puisque cette onde radiative n’est plus 
confinée en surface, elle peut exciter la fluorescence hors du champ évanescent. Ceci diminue 
donc sensiblement le confinement de la zone mesurée et augmente le niveau de bruit associé à 
la fluorescence hors focus. Les travaux de [Rohrbach, 2000] démontrent en effet que 
l’excitation cellulaire par un champ évanescent à longue profondeur de pénétration peut causer 
l’apparition de trainées dans la direction de l’excitation, causées par la diffusion.
On sait que la sensibilité volumique des substrats plasmon à longue portée et guides d’onde à 
gaine métallique est principalement attribuée à leur longue profondeur de pénétration dans 
1’analyte. Cet effet est donc contraire à la qualité des images de fluorescence excitée par 
l’onde évanescente. Pour le système combinant la microscopie SPR et la fluorescence, un 
compromis devraient donc être réalisé entre la sensibilité et les effets négatifs sur l’imagerie 
de fluorescence liés à la diffusion du champ évanescent.
8.3 Système combiné -  Optique et substrats
La figure 8.3 offre une suggestion de montage permettant l’intégration de la microscopie SPR 
et de la fluorescence.
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Figure 8.3 : Montage proposé intégrant la microscopie SPR et la fluorescence, basé sur le 
schéma du système SPRi détaillé au chapitre 7. Les modifications sont indiquées en rouge.
Ce montage est principalement une intégration des deux systèmes développés au cours de 
cette thèse. La section mesure de fluorescence du montage SPR-FLUO, soit l’objectif à longue 
distance de travail (dr), le filtre passe-bande et la caméra CCD, sont placés au-dessus du 
substrat. Pour l’excitation de fluorescence, une source laser 532nm est ajoutée à la fibre par 
l’insertion d’un prisme séparateur de faisceau, avec un obturateur permettant de contrôler le 
temps d’exposition de l’excitation de fluorescence. En conservant une source LED de faible 
puissance, il est ainsi possible de réaliser la microscopie SPR en excitant de façon négligeable 
la fluorescence, ce qui minimise les risques de phototoxicité. Un brouilleur de modes optique
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est ajouté sur la fibre multimode de sorte à détruire la cohérence de la source et améliorer la 
qualité des images.
Le montage optique présenté à la figure 8.3 est cependant inutilisable sans un substrat adapté 
permettant la combinaison des deux modalités d’imagerie. La table 8.1 dresse donc un résumé 
des forces et faiblesses des configurations théoriques proposées, de même que celles des 
substrats réalisés au cours de cette thèse.
Table 8.1 : Résumé des caractéristiques des substrats présentés
Configuration
Sensibilité
ou
contraste
Plage
dynamique
d’indice
mesurable
Intensité de 
fluorescence
Résolution 
latérale SPRi 
en milieu 
liquide
Sélection de 
la
profondeur
de
pénétration
SPR modélisé _ + + +1
Ni-Ag-Au - + + _2 -
LRSPR modélisé ++ - ++ - +
Téflon-Ag-Au ++ - 3 3 +
MCWG modélisé + ++ ++ - ++
Ni-Ag-Au-KMPR + ++ — - ++
Légende: ++ Excellent + Bon - Passable — Inutilisable
1 L'emploi de l'aluminium permettrait la visualisation du couplage
2 La visualisation du couplage n'est pas possible avec l'objectif sélectionné
3 Non mesuré
On voit que chaque configuration proposée au cours de cette thèse présente des forces et 
faiblesses pour l’intégration des deux modalités d ’imagerie. La conception finale du système 
intégrant la microscopie et la fluorescence basée sur la résonance des plasmons de surface 
devrait donc nécessiter une réflexion approfondie sur la configuration des substrats à 
employer.

CHAPITRE 9 CONCLUSION
9.1 Résumé du contexte
La spectroscopie SPR a récemment été appliquée à l’étude de comportements cellulaires liés à 
la réorganisation morphologique et à la motilité. Cependant, la spectroscopie SPR ne permet 
que l’étude au niveau d’une population de cellules. Dans un contexte où la population 
cellulaire peut présenter des hétérogénéités dans sa réponse, la mesure de spectroscopie SPR 
n’est pas adéquate, puisqu’elle consiste en une réponse moyenne des cellules sondées. Afin de 
réaliser l’étude au niveau de cellules individuelles, il est nécessaire d’employer la microscopie 
SPR, qui consiste en la localisation spatiale de l’indice de réfraction.
Comme la microscopie SPR est une mesure sans marquage, il est difficile d’identifier les
composantes cellulaires générant la réponse SPR mesurée. En intégrant une mesure de
fluorescence excitée par les ondes de surface, il serait possible de corréler l’information 
provenant des deux méthodes de mesure et ainsi d’identifier les composantes cellulaires 
individuelles responsables du signal mesuré. Le projet de thèse consistait donc à évaluer les 
possibilités d’intégration de la microscopie SPR et de la fluorescence.
9.2 Sommaire des travaux et atteinte des objectifs
Les objectifs du projet de thèse étaient les suivants :
(1) Développer des substrats biocompatibles et adaptés pour les deux techniques de
microscopie combinées, permettant de maximiser la sensibilité volumique pour optimiser la 
mesure de réponses de cellules vivantes.
Tel qu’élaboré au chapitre 3, des substrats à base d’argent ont été optimisés pour l’étude 
cellulaire sur les deux systèmes d’imagerie. En passivant le dépôt d’argent par une mince 
couche d’or, les substrats démontraient une stabilité suffisante pour leur emploi dans des 
conditions de culture cellulaire. De même, la biocompatibilité de ces substrats a été validée. 
Deux configurations additionnelles de modes guidés ont été optimisées, puis évaluées pour 
leur emploi au niveau de l’étude cellulaire, soit les plasmons à longue portée et les guides 
d’onde à gaine métallique. Le chapitre 4 démontre l’emploi des plasmons à longue portée pour 
améliorer la sensibilité dans la mesure de réponses cellulaires. La configuration guide d’onde à
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gaine métallique permettant la microscopie SPR n’a cependant pas pu être validée pour son 
emploi en fluorescence, due à des problèmes d’auto fluorescence de la résine sélectionnée. Un 
substrat unique permettant la mesure combinée de microscopie SPR et de fluorescence n’a 
donc pas été réalisé. Des alternatives de substrats permettant la combinaison des deux 
modalités d’imagerie sont proposées au chapitre 8.
En résumé, les substrats LRSP permettent d’obtenir le plus grand effet d’exaltation pour 
l’excitation de fluorescence, mais le protocole développé est plus complexe et peu 
reproductible. Les substrats MCWG permettent de facilement modifier l’indice effectif du 
mode et donc d’améliorer la sensibilité volumique en augmentant la profondeur de 
pénétration. Ils constituent donc une solution alternative.
(2) Assembler une plate-forme combinant la spectroscopie SPR et la microscopie de 
fluorescence excitée par plasmons de surface optimisée pour l’étude de réponses de cellules 
vivantes après une stimulation pharmacologique.
Comme discuté au chapitre 5, une plate-forme de mesure combinant la spectroscopie SPR et la 
mesure de fluorescence excitée par les plasmons de surface a été conçue et réalisée. Tel que vu 
au chapitre 6, cette plate-forme a été employée pour l’étude de cellules vivantes. Il a ainsi été 
possible de corréler l’information de spectroscopie SPR avec la mesure de fluorescence, de 
sorte à mieux identifier l’origine du signal SPR.
(3) Assembler une plate-forme de microscopie SPR permettant l’obtention d’images à haute 
résolution latérale pour permettre de mesurer des réponses au niveau de cellules individuelles.
Comme discuté au chapitre 7, un système de microscopie SPR a été conçu et réalisé. Ce 
système démontrait une résolution latérale suffisante pour permettre l’étude de cellules 
individuelles. Une validation de l’emploi du système pour l’étude de cellules vivantes a pu 
être réalisée par la mesure de réponses cellulaires suivant une activation pharmacologique.
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(4) Déterminer les avantages et limites des deux plates-formes et discuter des possibilités 
d’intégration des deux modalités d’imagerie.
Les avantages et limitations des systèmes conçus aux chapitres 5 et 7 ont été discutés. Des 
suggestions pour l’amélioration des systèmes ont été fournies. La conception du système de 
microscopie SPR intègre les composantes nécessaires à la reconstruction tomographique d’une 
image à haute résolution. Un algorithme de reconstruction doit cependant être mis au point. 
Au chapitre 8, je propose des ouvertures découlant des travaux réalisés au cours de cette thèse. 
J’évalue les avantages et inconvénients liés au phénomène de diffusion du champ évanescent, 
rencontrés principalement lors des études cellulaires en employant des substrats à longue 
profondeur de pénétration. Le schéma détaillé d’un système combinant la microscopie SPR et 
la fluorescence excitée par ondes de surface y est aussi donné.
9.3 Contributions à l’avancement
Le domaine de la biodétection est très large, allant des capteurs moléculaires spécifiques 
comme les glucomètres sanguins jusqu’aux capteurs à large gamme, permettant d’effectuer 
des détections de réponses biologiques variées. Dans ce contexte, on peut songer à employer la 
cellule comme l’élément performant la détection, la méthode de détection transposant ensuite 
cette réponse cellulaire en signal électronique utile. Il est essentiel dans cette optique de bien 
comprendre la réponse d’une cellule suite à une stimulation, de sorte à interpréter logiquement 
les signaux mesurés par la méthode de biodétection. Cette compréhension de signalisation 
connue peut ensuite être mise à profit, par exemple dans l’analyse de signalisations nouvelles.
Ce projet de recherche a d’abord permis de démontrer l’emploi de substrats plasmons de 
surface à longue portée pour l’étude de phénomènes cellulaires. Il a ainsi été possible 
d’évaluer l’impact de la diffusion du champ évanescent causé par la présence des cellules sur 
le substrat et d’employer ce phénomène afin d’améliorer la sensibilité de la biodétection. Pour 
l’application donnée en exemple dans cette publication, soit la détection de toxicité cellulaire, 
l’avantage principal d’une sensibilité de biodétection accrue est la possibilité de mesurer des 
concentrations de toxine plus faibles et donc d’identifier plus tôt la toxicité de 
l’environnement cellulaire.
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Les travaux présentés ont aussi permis de corréler des mesures de spectroscopie SPR de 
cellules vivantes avec des images de fluorescence excitée par plasmons de surface, et donc de 
mieux comprendre l’origine des variations de signal mesurées en SPR. L’intégration de ces 
deux modalités permet de s’assurer que les images de fluorescence servant à l’identification 
des composantes cellulaires soient représentatives du même volume sondé, lié à la profondeur 
de pénétration du champ évanescent. Les travaux présentés dans cette thèse montrent bien la 
valeur ajoutée de cette imagerie combinée lorsqu’appliquée à l’étude des réponses de cellules 
vivantes.
Le système de microscopie SPR, quoique nécessitant encore des améliorations avant de 
permettre l’étude rigoureuse de réponses cellulaires, a permis de valider l’emploi de structures 
guide d ’onde à gaine métallique afin de générer un bon contraste même pour des analytes 
d’indice de réfraction élevé. Suite à cette étude, il nous est donc possible d ’employer la 
résonance des plasmons de surface et les ondes guidées afin de mettre en relief des 
comportements cellulaires de population par rapport à des comportements de cellules uniques.
Les travaux présentés au cours de cette thèse ont mené à la publication d’un article 
scientifique dans un journal avec comité de lecture [Chabot et al., 2012], la soumission d’un 
second article dans la revue Biosensors and Bioelectronics, de même que la participation à 
deux conférences internationales avec comité de sélection.
9.4 Perspectives
Bien localisés au sein de l’Institut de Pharmacologie de Sherbrooke, les deux plates-formes 
d’imagerie cellulaire développées au cours de cette thèse pourront être employées pour l’étude 
pharmacologique. Le système combinant la spectroscopie SPR et la fluorescence permettra de 
mieux comprendre l’origine du signal en spectroscopie SPR par la localisation des 
composantes cellulaires dans le champ évanescent des plasmons de surface. Par le marquage 
spécifique de composantes cellulaires, l’emploi d’inhibiteurs et l’activation spécifique de 
récepteurs, le système SPR-FLUO devrait permettre de mieux identifier l’origine des 
variations de signal mesuré en spectroscopie SPR sur cellules vivantes.
Le système de microscopie SPR pourra être employé pour étudier des comportements de 
cellules individuelles et les comparer au comportement d’une population. Cette méthode
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pourrait être employée par exemple pour des études de signalisation apoptotique où la mort 
cellulaire n’est pas synchronisée. Le système SPRi permettrait dans ce cas d’identifier les 
cellules présentant des signes précurseurs d’apoptose. Le système pourrait aussi permettre de 
répertorier les cellules selon leur phénotype, par exemple dans les cas où seulement un 
phénotype cellulaire particulier démontre une réponse SPR. Un exemple serait les cellules 
musculaires lisses, où seul le phénotype contractile démontre une réponse SPR suite à 
l’activation pharmacologique de la mécanique de contraction.
Le développement de la plate-forme finale intégrant les deux modalités d ’imagerie sera 
poursuivi par la suite à travers les travaux de recherche d ’autres étudiants. Notamment, les 
deux systèmes serviront de point de départ pour une plate-forme intégrant les deux modalités 
d’imagerie. À ce titre, les substrats développés au cours de cette étude pourront donc être 
directement employés. Finalement, le système de microscopie SPR servira de base au 
développement d’un algorithme de reconstruction d’images permettant d’améliorer la 
résolution latérale, sans compromettre le contraste et la résolution d’indice de réfraction.

ANNEXE A -  MATÉRIEL ET MÉTHODES
Cette annexe décrit en détails le matériel et les méthodes employés au cours de la thèse. Je 
présente les paramètres de modélisation employés et les systèmes de caractérisation utilisés. 
L’équipement de fabrication et de caractérisation des substrats y est aussi décrit. Je dresse une 
liste détaillée des produits chimiques employés pour l’expérimentation et du matériel 
composant les systèmes de SPR et fluorescence (SPR-FLUO) et de microscopie SPR (SPRi). 
Finalement, les protocoles de fabrication des substrats et du marquage cellulaire sont donnés.
A.l Méthodes 
A .l .l  Modélisation
Les modélisations ont été effectuées par la résolution des équations de Fresnel selon la 
méthode des matrices de transfert dans Matlab, tel que décrit à la section 2.1.4. Le code a été 
développé conjointement avec le Dr. Pierre-Jean Zermatten au sein du groupe de 
biophotonique. La table Al énumère les paramètres employés lors de la modélisation de même 
que leurs sources.
Table Al : Paramètres de simulation
Matériel Indice de réfraction Source
à 532nm à 635nm
Ag 0.130+ i*3.195 0.136 + i*4.002 [Palik, 1985]
Al 0.773 + i*5.863 1.223+ i*6.948 [Palik, 1985]
Au 0.477+ i*2.109 0.157+ i*3.235 [Hass et Hadley, 1972]
BK7 1.519 1.515 Équation de Sellmeier
Cr 3.074 + i*3.333 3.132+ i*3.317 [Palik, 1985]
Cu 1.074+ i*2.597 0.232 + i*3.454 [Palik, 1985]
Ni 1.836 + i*3.224 2.000 + i*3.774 [Hass et Hadley, 1972]
Ti 1.843 + i*2.529 2.160 + i*2.928 Base de données SOPRA
Téflon 1.31 1.308 Manufacturier, [Dostâlek et al., 2007]
KM PR 1.593+0.003 1.583+0.003 Ellipsométrie, N=6
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A. 1.2 Systèmes de caractérisation SPR
Les mesures SPR sur les substrats ont initialement été effectuée sur un système de résonance 
des plasmons de surface déjà disponible à l’Institut de Pharmacologie [Chabot, 2008]. Ce 
système emploie un prisme de couplage en verre BK7, une diode laser 4mW à 635nm pour 
l’excitation et mesure les 2 polarisations orthogonales. Une mesure de réflectance est donc un 
ratio entre la polarisation transverse magnétique (TM) et la polarisation transverse électrique 
(TE) après retrait des mesures dans l’obscurité. Les tests finaux ont pu être réalisés avec une 
source d’excitation à 532nm sur le système combinant la SPR et la fluorescence (SPR-FLUO) 
et le système de microscopie SPR (SPRi) décrits en détail aux chapitres 6 et 8, respectivement.
Les angles de couplage maximal à la résonance des plasmons de surface ont été obtenus en 
appliquant sur les courbes de réflectance un algorithme de ligne de base dynamique [Thirstrup 
et Zong, 2005]. Brièvement, une valeur seuil est déterminée de façon à atteindre un ratio 
précis de l’aire sous la courbe de réflectance. Cette valeur seuil sert ensuite à sélectionner une 
sous-section de la courbe de réflectance, sur laquelle on modélisé un polynôme. Le minimum 
du polynôme donne la valeur d’angle de couplage SPR. Cette méthode a l’avantage de 
permettre l’analyse de l’angle de couplage en s’affranchissant des variations d’intensité du 
minimum, dues par exemple à des variations de puissance de la source laser. La figure Al 
illustre l’algorithme de ligne de base dynamique.
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Figure A.l : Exemple d’application de l’algorithme de ligne de base dynamique.
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A. 1.3 Fabrication des substrats
Les dépôts métalliques pour les échantillons plasmon à longue portée (LRSPR) ont été réalisés 
à l’aide d ’un évaporateur Sloan permettant de chauffer l’échantillon pendant le dépôt (Sloan 
Instruments, USA). L’épaisseur des couches déposées était mesurée en continu par une 
microbalance à cristal de quartz Sloan Omni III. Un évaporateur Intlvac a été utilisé pour 
réaliser tous les autres dépôts métalliques (Intlvac, USA), avec mesure de l’épaisseur réalisée 
par une microbalance à quartz Maxtek SC-101 (Inficon, USA). Ces 2 évaporateurs sont 
disponibles à l’Infrastructure des Matériaux et Dispositifs Quantiques (IMDQ) de l’Université 
de Sherbrooke. Les étalements de couches diélectriques de téflon amorphe et de résine KMPR 
ont été réalisés à l’aide d’une étaleuse Polos SPIN 150 (SPS-Europe). Les épaisseurs étalées 
ont ensuite été mesurées par un ellipsomètre Alpha-SE (J.A. Woolam Co., USA) et analysées 
à l’aide du logiciel CompletEASE.
A. 1.4 Caractérisation des substrats
Les mesures de sensibilité des différents substrats ont été effectuées à l’aide d’huile d’indices 
de réfraction calibrés pour les études à 635nm et avec des solutions de glucose de 
concentrations connues pour les mesures à 532nm. L’indice de réfraction de ces solutions de 
glucose a ensuite été mesuré sur un réffactomètre Brix RI-Chek (Reichert, USA). L’incertitude 
sur la sensibilité mesurée expérimentalement représente l’erreur standard sur la moyenne.
A.1.5 Culture cellulaire
Des cellules épithéliales de rein humain (HEK 293) et des cellules musculaires lisses d’aorte 
de rat (A7r5) ont été employées au cours de cette étude. Les cellules HEK 293 employées 
surexprimaient le récepteur de type 1 à l’angiotensine-II (ATI). Lorsqu’il est nécessaire de 
distinguer cette surexpression, les cellules sont appelées HEK 293 ATI. Ces cellules HEK 293 
étaient maintenues dans un milieu de culture Dulbecco’s Modification Eagle’s Medium 
(DMEM) supplémenté de 10% sérum fœtal bovin désactivé par chauffage, 2mM L-glutamine, 
2.5|ig/ml amphotéricine B, 50 Ul/ml pénicilline et 50pg/ml streptomycine dans un incubateur 
à 37°C et 5% CO2. Les cellules A7r5 étaient maintenues dans des conditions similaires, 
supplémentées de 1% MEM acides aminés non-essentiels.
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Pour les expériences de cellules vivantes sur les divers systèmes SPR, les substrats étaient 
d’abord stérilisés dans l’éthanol et recouverts d’un promoteur d’adhésion cellulaire. Pour les 
cellules HEK 293, les substrats étaient immergés dans une solution de Poly-L-Lysine 0.01% 
dans l’eau pendant 5min, puis rincées à l’eau stérile et séchées lh  avant la culture cellulaire. 
Pour les cellules A7r5, les substrats étaient immergés pendant lh  dans une solution de 
fibronectine 5pg/ml et de gélatine 200pg/ml dans l’eau. Les cellules étaient ensuite déposées 
sur les substrats recouverts du promoteur d’adhésion. La sensibilité des systèmes aux réponses 
cellulaires est fortement dépendante de l’aire occupée par les cellules sur le substrat, et donc 
de la confluence. Une visualisation à l’aide d’un microscope à contraste de phase permettait 
d’évaluer la confluence de la monocouche cellulaire, et une confluence d ’environ 90% était 
visée de façon à s’assurer de la reproductibilité des résultats15.
Les substrats étaient ensuite rincés et le milieu de culture était remplacé par une solution saline 
tamponnée en HEPES (HBSS), composée de 20mM HEPES, 120mM NaCl, 5.3mM KC1, 
0.8mM MgSCL, 1.8mM CaCl2 et ll.lm M  de dextrose, ajustée à un pH de 7.4. Les substrats 
étaient finalement montés sur le système SPR-FLUO ou SPRi pour mesures.
A.2 Provenance des produits et composantes 
A.2.1 Produits chimiques et biologiques
La table A2 présente la provenance des produits chimiques employés tout au long de l’étude.
Table A2 : Produits chimiques
Produit Compagnie Pays
1% MEM acides aminés non essentiels Wisent Canada
Alexa Fluor 532-Phalloïdine Invitrogen États-Unis
Amphotéricine B Wisent Canada
Angiotensine-II
American Peptide Company, 
Inc. États-Unis
Bleu de méthylène Fisher Scientific Canada
CaCl2 Fisher Scientific Canada
Cellules A7r5
American Type Culture 
Collection États-Unis
15 II est à noter que l ’étude de réponses de couches cellulaires à faible confluence, par exemple des neurones, 
nécessiterait une étude approfondie de la sensibilité en fonction de la densité cellulaire sur le substrat.
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Cellules HEK 293 Qbiogene États-Unis
Développeur Microposit MF-319 MicroChem États-Unis
Solvant Nano SU-8 2000 MicroChem États-Unis
Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
(DMEM) Wisent Canada
Fibronectine Sigma-Aldrich Canada
Gélatine BD USA
Glucose Sigma-Aldrich Canada
HEPES Fisher Scientific Canada
Huiles calibrées en indice de réfraction Cargille Laboratories États-Unis
KC1 Fisher Scientific Canada
Latrunculin A Sigma-Aldrich Canada
L-Glutamine Wisent Canada
Lipopolysaccharides de Escherichia coli Sigma-Aldrich Canada
M gS04 Fisher Scientific Canada
Opticlear National Diagnostics États-Unis
Paraformaldehyde Sigma-Aldrich Canada
Pénicilline Wisent Canada
Perfluorodecyl Trichlorosilane Gelest États-Unis
Phosphate-Buffered Saline (PBS) Wisent Canada
Plasmide pCMVLifeAct-tagRFP Ibidi Allemagne
Poly-L-Lysine Sigma-Aldrich Canada
Résine KMPR 1005 MicroChem États-Unis
Sérum fétal bovin (FBS) Wisent Canada
Solutions de billes de polystyrène 2.5% 
(w/v) Polysciences États-Unis
Streptomycine Wisent Canada
Téflon AF1600 Dupont Canada
Triton X-100 MP Biomedicals Canada
A.2.2 Détail des composantes du système SPR-FLUO
La table 3.3 dresse la liste des composantes employées pour la réalisation du système SPR- 
FLUO.
Table A3 : Composantes du système SPR-FLUO
Matériel Compagnie Pays
Caméra CCD PCO1600 PCO-TECH, Inc. États-Unis
Chambre de silicone flexiPERM Sarstedt Canada
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Chambre fluidique de perfusion Vacu- 
cell C&L Instruments États-Unis
Contrôleur de moteurs BSC102 Thorlabs, Inc. États-Unis
Filtre passe-bande 532±5nm Thorlabs, Inc. États-Unis
Filtre passe-bande 588/27m Carl Zeiss Canada
Huile d'adaptation d'indice n=1.514 Cargille Laboratories États-Unis
Lame de retard W2 Thorlabs, Inc. États-Unis
Lamelles de microscope 24mm x 40mm 
#1 Fisher Scientific Canada
Lames de microscope SPR 635nm, 
75x25x1 mm Fisher Scientific Canada
Lames de microscope SPR-FLUO 
532nm, 75x50x1 mm Coming Canada
Laser DPSS Nd:YAG 50mW à 532nm OZ Optics Canada
Lentilles Thorlabs, Inc. États-Unis
Moteurs rotatifs NR360S Thorlabs, Inc. États-Unis
Objectif Mitutoyo 50X NA=0.55 Edmund Optics États-Unis
Objectif Mitutoyo 5X NA=0.14 Edmund Optics États-Unis
Obturateur SH-10-M
Electro-Optical Products 
Corporation États-Unis
Photodétecteurs DET100A Thorlabs, Inc. États-Unis
Pompe à vide Thermo Scientific États-Unis
Pompe péristaltique P625/66 Instech Laboratories États-Unis
Prisme hémicylindrique BK7 Esco Products États-Unis
Prisme séparateur de polarisation Thorlabs, Inc. États-Unis
Stage d'alignement 462-XYZ Newport États-Unis
Stage d'alignement PT1 Thorlabs, Inc. États-Unis
Stages d'alignement 460A Newport États-Unis
Table d'isolation des vibrations TMC États-Unis
A.2.3 Détail des composantes du système SPRi
La table A4 dresse la liste des composantes employées pour la réalisation du système SPRi.
Table A4 : Composantes du système SPRi
Matériel Compagnie Pays
Caméras Guppy F-146B Allied Vision Technologies Allemagne
Chambre fluidique de perfusion Vacu- 
cell C&L Instruments États-Unis
Contrôleur de moteurs BSC002 CVI Melles Griot États-Unis
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Cube séparateur de polarisations Thorlabs, Inc. États-Unis
Diode super luminescente 220mW 
M530L2 Thorlabs, Inc. États-Unis
Élargisseur de faisceau 10X BE10M-A Thorlabs, Inc. États-Unis
Fibre optique multimode Thorlabs, Inc. États-Unis
Filtre passe-bande HQ535/30 Chroma Technology Corp. États-Unis
Huile à immersion Immersol Carl Zeiss Canada
Lamelles de microscope 24mm x 40mm 
#1 Fisher Scientific Canada
Lentilles Thorlabs, Inc. États-Unis
Moteurs à pas linéaires 17DRV114 CVI Melles Griot États-Unis
Objectif de microscope 63X NA=1.46 Cari Zeiss Canada
Pellicule séparatrice Thorlabs, Inc. États-Unis
Stage d'alignement 433 Newport États-Unis
Stages d'alignement 460A Newport États-Unis
A.3 Protocoles détaillés
A.3.1 Nettoyage de substrats Fisher
a) Démarrer Bain Ultrasons, régler température à 50°C
b) Nettoyage par frottement dans savon 1%
c) Savon 1%
d) Rinçage Eau
e) Eau
f) Piranha 50 ml H202 -  150 ml H2S04
g) Rinçage Eau
h) Eau
i) Isopropanol 
j) Séchage sous jet d’azote
A.3.2 Nettoyage de substrats Corning
En raison de leur grande taille, les substrats Corning ne peuvent être nettoyés facilement dans 
le bain à ultrasons. Le protocole raccourci suivant est donc employé.
a) Nettoyage par frottement dans savon 1%
b) Rinçage Eau + Séchage azote 3 min
c) Rinçage eau + Séchage azote 3 min
d) Piranha 50 ml H202 -  150 ml H2S04 12 min
e) Rinçage Eau + Séchage azote 3 min
1 x 3  min Ultrasons 
3 x
1 x 3  min Ultrasons 
12 min 
3 x
1 x 3  min Ultrasons 
1 x 3  min Ultrasons
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A.3.3 Fabrication des substrats LRSP à base de téflon
Fluorosilanisation
ATTENTION : NE RÉALISER QUE LORSQUE LE NIVEAU D’HUMIDITÉ 
AMBIANT EST FAIBLE SEULEMENT
a) Nettoyage de la verrerie à l’Opticlear
b) Rinçage dans l’Opticlear 1 x 3  min Ultrasons
c) Préparer 200 ml Opticlear pour silanisation
d) Dans sac de plastique, faire une purge à l’azote pendant 5min
e) Injection de 4 ml de Fluorosilane et mélanger 5 min
f) Rinçage Opticlear, sous purge d’azote
g) Nettoyer manuellement le contenant
h) Second rinçage Opticlear 1 x 3  min Ultrasons
i) Rinçage au jet d’Isopropanol
j) Rinçage Isopropanol 200mL 1 x 3  min Ultrasons
k) Séchage sous jet d’azote
Étalement de téflon AF
a) Placer plaque chauffante à 125°C
b) Déshydratation des lames sur plaque chauffante 20 min
c) Placer directement l’échantillon sur l’étaleuse Polos 6”
d) Jet d’azote 10 sec
e) Étalement Téflon, programme : 300 rpm 3s, 1700 rpm 30s et 0 rpm 3s
f) Laisser évaporer le solvant lh
g) Placer les échantillons dans le four Sentrotech
h) Recuit 60min à 160°C, rampe de montée 15min, programme :
i) C01 -0, TOI 15, C02 160, T02 60, C03 160, T05 -121
j) Sortie du four graduelle pour éviter un trop grand choc thermique
Dépôt métallique
ESSENTIEL : Avant le dépôt, gratter les coins des échantillons pour permettre une bonne 
adhésion du Viton servant à fixer les substrats dans l’évaporateur, et donc un bon contact 
thermique avec l’élément chauffant.
a) Rampe de montée en température à 150°C sur lh
b) Dépôt métallique en maintenant les échantillons à 150°C
c) Laisser redescendre à température ambiante sous azote pendant 5h30 ou jusqu’au 
lendemain.
A.3.4 Fabrication des substrats MCWG à base de résine KMPR
a) Nettoyage rapide des substrats
Acétone 2 min Ultrasons
Isopropanol 2 min Ultrasons
Eau 2 min Ultrasons
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b) Séchage sous jet d’azote
c) Déshydratation dans étuve à 125°C 15 min
d) Laisser reposer 1min
e) Étalement KMPR 1005 25%
f) Recuit sur plaque chauffante à 100°C 1 min
g) Exposition
h) Cr-Au, avec filtre i-line 25 s
i) Ni-Ag-Au, sans filtre i-line 60s
j) Recuit sur plaque chauffante à 100°C 2 min
k) Développement dans MF319 - Facultatif 30s
1) Recuit dans étuve à 180°C 3h
A.3.5 Perméabilisation cellulaire et marquage Alexa Fluor 532- Phalloïdine
a) Réchauffer PBS à 37°C
b) Préparer solution de Paraformaldehyde 4% avec PBS à 37°C
c) Ajouter 30pL de Triton et mélanger
d) Rinçage des cellules avec PBS à 37°C
e) Fixer/perméabiliser avec la solution (PFA 4%, Triton -0.2%) à 37°C
f) Rinçage PBS à température ambiante
g) Préparer solution : 5uL Alexa Fluor 532-Phalloidin dans 195pL PBS
h) Maintenir à 4°C sur glace
i) Déposer 200pL sur un parafilm et inverser l’échantillon sur goutte
j) Rinçage PBS à température ambiante
k) Utilisation SPR-FLUO
A.3.6 Protocole de transfection LifeAct-TagRFP
a) Réchauffer solutions :
Opti-MEM à température ambiante 
PBS et DMEM 10% FBS sans antibiotique à 37°C
b) Conserver Lipofectamine 2000 et plasmide pCMVLifeAct-TagRFP sur glace
c) Diluer 3. lpL  de Lipofectamine dans 396.9pl d’Opti-MEM et incuber 5 min
d) Diluer 2.48pg de plasmide dans 400pl d’Opti-MEM total
e) Mélanger Lipofectamine diluée dans le plasmide dilué et incuber 30 min
f) Rincer les cellules au PBS à 37°C
g) Placer 1.8 ml de DMEM 10% FBS sans antibiotique dans le FlexiPerm
h) Incorporer 200pL de solution de transfection et bien mélanger
i) Le lendemain, remplacer le milieu par du DMEM complet, avec antibiotiques
j) Maintenir en culture 72h après transfection avant utilisation SPR-FLUO
5 min 
10 min
15 min

ANNEXE B -  EFFET DES DIÉLECTRIQUES
Cette annexe présente le détail du couplage par prisme de façon plus rigoureuse. L’atténuation 
totale du faisceau réfléchi y est démontrée, de même que l’effet des variations de l’indice de 
réfraction complexe de 1’analyte.
B.l Couplage par prisme et atténuation totale de la réflexion
La définition du plasmon de surface donnée à la section 2.2.1 est valide dans le cas d’un métal 
d’épaisseur infinie. Le couplage aux plasmons de surface à l’aide d’un prisme nécessite 
cependant l’emploi d’un métal d’épaisseur finie et l’insertion d’un diélectrique sous le métal, 
ce qui affecte sa propagation.
B .l .l  Métal d’épaisseur finie et insertion d’un diélectrique
Le plasmon de surface à l’interface d’un métal et d’un diélectrique de tailles infinis démontre 
une constante de propagation Po. L ’énergie dans ce plasmon de surface s’atténue via 
l’absorption dans le métal, associée à des pertes intrinsèques r,. Lorsqu’on vient fixer le métal 
à une certaine épaisseur et qu’on place un diélectrique en-dessous, la propagation des 
plasmons est affectée selon l’indice de réfraction du nouveau diélectrique, comme illustré à la 
figure B.l.
(a) nd1<nd2 (b) ndi>nd2
Aucun
couplage
possibleMétal
couplage
possibleMétal
Vi
n.d2
Figure B.l : (a) Un rayon incident dans un diélectrique d’indice n<ji<nd2 est réfléchi et réfracté 
à l’interface du métal en fonction de la relation de Snell-Descartes (Eq.2.5). Aucun couplage 
n’est possible aux plasmons localisés tant au-dessus qu’en-dessous du métal, (b) Un rayon 
incident dans un diélectrique d ’indice ndi>nd2 peut être totalement réfléchi à l’interface du 
métal si l’angle d’incidence est supérieur à l’angle critique 0C. Le couplage est possible 
seulement au plasmon Pi situé au-dessus du métal.
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Si le diélectrique du bas d2 possède un indice de réfraction inférieur au diélectrique du haut dj 
(B.la), un rayon lumineux arrivant sous le substrat sera simplement réfléchi et réfracté sur le 
métal selon la relation de Snell-Descartes, donnée à l’équation 2.5. Il y aura aussi présence 
d’un plasmon de surface sous le métal, à l’interface métal-diélectrique. La constante de 
propagation de ce nouveau plasmon P2 diffère du plasmon de surface du dessus pi, compte 
tenu des différences d’indice de réfraction des diélectriques16. Aucun couplage à la résonance 
des plasmons de surface n’est possible dans cette configuration.
En revanche, si le diélectrique d2 possède un indice de réfraction supérieur au diélectrique d; 
(B.lb), il y aura réflexion totale interne à l’interface si l’angle d’incidence est suffisamment 
élevé. Cette réflexion totale interne est à l’origine du couplage par prisme présenté à la section 
2.2.2. Cette configuration modifie suffisamment la relation de dispersion pour causer 
l’apparition d’un point d’intersection entre la dispersion des photons dans le prisme et la 
dispersion du plasmons de surface. La constante de propagation du plasmon de surface devient 
Po + Ap, modifiée légèrement par la présence du diélectrique. De plus, le plasmon a 
maintenant des pertes radiatives Trad, où l’énergie est perdue par radiation hors du prisme. 
Par le principe de réciprocité, il est aussi possible de transmettre l’énergie d’une source 
externe par radiation au plasmon de surface à travers le prisme selon les mêmes conditions.
L’excitation du plasmon de surface se réduit alors à considérer un oscillateur forcé (le 
plasmon) que l’on souhaite mettre en résonance par l’ajout d’une force externe (l’excitation 
lumineuse). De façon analogue à un oscillateur, le profil de résonance des plasmons de surface 
peut donc être approximé par un profil de Lorentz [Raether, 1988] :
m )  = 1 " [A -  (A> + A/?)p + (r, + v R A D f  (B1)
Où R représente la réflectance et (3X représente l’indice effectif de l’excitation. Pour des pertes 
intrinsèques et radiatives fixées, on voit selon l’équation B.l qu’on atteint un minimum de
16 Un cas particulier existe lorsque le diélectrique du dessous a un indice de réfraction égal au diélectrique 
supérieur. Dans ce cas, les plasmons de surface situés en-dessous et au-dessus du métal possèdent la même 
constante de propagation et peuvent être excités aux même conditions. Ce cas particulier, donnant l’apparition à 
des modes couplés à courte et longue portée, est discuté en détails à la section 2.3.1.
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réflectance lorsque [(3x-(Po + AP)]2=0, c’est-à-dire lorsqu’on excite précisément à l’indice 
effectif du plasmon de surface modifié par la présence du prisme.
Encore selon le principe d’un oscillateur forcé, la résonance se produit lorsque la force externe 
et l’oscillateur sont déphasés d’une valeur de îi/2 [Meriam et Kraige, 2001]. Dans le cas du 
plasmon de surface, ceci signifie que le plasmon oscille à la fréquence de l’excitation, mais 
avec un retard de phase de nil. Or, le plasmon excité émet aussi de façon radiative et de 
nouveau par le principe de réciprocité, cette radiation perdue ( T r a d )  est déphasée d ’un terme 
additionnel 7t/2. Donc, la partie réfléchie de l’excitation sur la surface et la perte radiative du 
plasmon sont déphasées au total de 71, indiquant qu’elles s’interfèrent de façon destructive. 
Une partie de l’énergie de la source d’excitation est transférée au plasmon de surface en 
résonance, ce qui diminue l’intensité du faisceau réfléchi.
Pour obtenir l’atténuation complète du faisceau réfléchi par interférence destructive totale 
(i?=0), les pertes radiatives du plasmon Trad doivent être équivalentes à l’intensité de 
l’excitation :
I e X  = r R A D  (B.2)
Puisque plus rien n’est réfléchi ou rayonné hors du métal, la totalité de l’énergie de 
l’excitation doit aussi pouvoir être emmagasinée et dissipée par le plasmon à travers ses pertes 
intrinsèques :
I e x  =  r* (B 3)
En reliant les équations B.2 et B.3, on voit que l’intensité réfléchie est nulle seulement lorsque 
Trad = IY Dans ce cas, l’ensemble de l’énergie de l’excitation est transmise au plasmon de 
surface et perdue de façon intrinsèque sous forme de chaleur dans le métal. Pour la relation 
B .l, si on choisit l’indice effectif de l’excitation équivalent au mode du plasmon et si on pose 
T r a d  =  E  :
fl(&=fl,  + A/J) = l - - ^ L  = 0
U i (B.4)
Tout le terme de droite devient unitaire et donc la réflectance au minimum atteint une valeur
nulle.
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La figure B.2 résume l’effet du prisme en illustrant les plasmons de surface avec et sans 
couplage à la résonance.
(a) Mode sans prisme (b) Mode avec prisme (c) Résonance
Diélectrique DiélectriqueDiélectrique
Prisme Prisme
* E )f *RAD
Figure B.2 : (a) Plasmon de surface Po à l’interface d’un métal et diélectrique infinis, 
démontrant des pertes intrinsèques Tj. (b) Lorsqu’on réduit le métal à une épaisseur d et qu’on 
insère un prisme de fort indice de réfraction dessous, on modifie le plasmon de surface. Sa 
propagation devient Po + AP et il supporte maintenant des pertes radiatives Trad sortant du 
prisme, (c) Lorsqu’on injecte une source lumineuse, les plasmons de surface entrent en 
résonance et l’énergie de la source est alors transmise aux plasmons de surface. Le faisceau 
réfléchi et les pertes radiatives du plasmon interfèrent de façon destructive et l’énergie se 
dissipe sous forme de chaleur par les pertes intrinsèques Ti. L’interférence est totale et la 
réflectance nulle seulement lorsque T ra d  =  L -
B.1.2 Effet de l’épaisseur métallique
Lorsqu’on augmente l’épaisseur du métal, on diminue les pertes par radiation Trad puisque la 
distance entre le plasmon et le prisme est augmentée. Pour une épaisseur de métal très élevée, 
les pertes par radiation sont nulles, s’approchant du cas d’un plasmon à l’interface d’un métal 
de taille infinie. Diminuer l’épaisseur métallique cause l’effet inverse, soit d’augmenter les 
pertes radiatives T rad - Or, la réflectance au minimum ne peut être nulle que lorsque T r a d  = L -  
Comme discuté à la section 2.2.6, il n’existe donc qu’une seule valeur d’épaisseur métallique 
dite optimale, permettant d’obtenir une réflectance nulle à la résonance.
B.2 Modification de l’indice de réfraction de 1’analyte
Comme discuté à la section 2.1.1, l’indice de réfraction d ’un matériau peut être une valeur 
complexe, où la partie réelle représente la propagation et la partie imaginaire décrit 
l’atténuation. Ces deux composantes de l’indice de réfraction affectent de façon différente la 
propagation d’un plasmon de surface.
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Lorsque seulement la partie réelle de l’indice de réfraction de l’analyte est modifiée, le ratio 
rRAo/Ti demeure inchangé [Raether, 1988]. La valeur au minimum n’est donc pas modifiée et 
la variation d’indice de réfraction n’est observée que comme une translation des conditions de 
résonance.
Si on modifie plutôt la partie imaginaire de l’indice de réfraction de l’analyte (kd), liée à 
l’atténuation, on augmente les pertes intrinsèques L. Ceci a pour effet de diminuer la qualité 
de la résonance en élargissant le minimum de couplage, similaire à l’emploi d’un métal plus 
absorbant. Si l’épaisseur métallique sélectionnée est optimisée avant la modification, la 
variation d’indice de réfraction détruit l’égalité Trad = Ti, et la valeur de réflectance au 
minimum augmente. La figure B.3 présente ces deux possibilités de variation de l’indice de 
réfraction.
(a) Composante réelle de l'indice
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Figure B.3 : (a) Modélisation de scans angulaires pour une variation de la composante réelle 
de l’indice de réfraction. La position du minimum de couplage est différente, mais la largeur 
du minimum demeure inchangée, (b) Modélisation de scans angulaires pour une variation de 
la composante imaginaire de l’indice de réfraction (kd). Cette fois, la position du minimum est 
inchangée, mais le minimum de couplage est élargi en raison de l’augmentation des pertes 
intrinsèques du plasmon de surface.
On voit effectivement sur la figure B.3a que pour une variation de la composante réelle de 
l’indice de réfraction, seule la position du minimum de couplage est affectée. L’inverse est 
visible sur la figure B.3b, où la composante imaginaire de l’indice de réfraction (kd) est 
modifiée. L’atténuation du système augmente, ce qui se traduit par un minimum de couplage 
plus large. De plus, l’égalité Trad =Ti n’est plus respectée et la réflectance au minimum n’est 
plus nulle. Pour une variation complexe de l’indice de réfraction de l’analyte, on obtiendra
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donc une réponse SPR combinant l’effet des composantes réelle et imaginaire, soit une 
modification tant de la position que de la largeur du minimum de couplage.
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